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RESUMO

O &cido latico é classificado como um quimico plataforma devido as numero-
sas aplicacdes a que pode ser destinado industrialmente. Nos anos recentes, a maior
parte da producdo do 4cido latico tem sido destinada a sintese do polimero polilacti-
deo (PLA), um bioplastico termoestavel e compostavel que pode ser uma alternativa
sustentvel aos plasticos convencionais derivados de petréleo. Uma das vias de ob-
tencdo do acido latico é através da fermentacdo microbiana utilizando fontes de car-
bono renovaveis. Porém, a producéo via fermentagéo microbiana requer melhorias no
bioprocesso para que o PLA se torne comercialmente competitivo. Em trabalhos an-
teriores do nosso grupo, a levedura Komagataella phaffii demonstrou capacidade de
utilizar em fermentar o glicerol bruto, um subproduto da industria do biodiesel. Assim,
K. phaffii foi selecionada para a construcdo de linhagens produtoras de L-lactato, atin-
gindo até o momento, o rendimento de 0,67 (g/g) em batelada-alimentada em hipoxia.
Ao avaliar as cepas de K. phaffii construidas, ha indicios de que as modificacdes an-
teriores, como a delecdo da piruvato descarboxilase 1, resultam em um desbalanco
do equilibrio redox NADH/NAD™ o que poderia explicar a producao de arabitol como
coproduto e a dificuldade em melhorar o rendimento de &cido latico. Portanto, diferen-
tes alvos para expresséo e nocaute foram avaliados neste trabalho com o objetivo de
(a) corrigir o balanco redox na cepa GLp para evitar a redirecionamento do fluxo para
vias competitivas; (b) viabilizar a producéo de acido latico em aerobiose; (c) avaliar
diferentes LDHs e (d) superexpressar o gene responsavel pelo transportador de lac-
tato, Jenl. Na manipulagdo genética de K. phaffii, foi possivel observar que (i) a utili-
zacao da técnica de amplificacdo do circulo rolante para amplificacdo de material ge-
nético resultou em uma maior obtencéo de clones; (ii) a insercao de regifes de repe-
ticOes diretas para guiar a excisdo se mostrou eficaz para a reciclagem de marca; (iii)
integracdes em locus com regides repetidas resulta em instabilidade da integracéao.
Em relacdo aos alvos testados para melhorar a producéo de acido latico, concluimos
gue a delecdo do gene do transportador mitocondrial de piruvato em K. phaffii ndo foi
vantajosa, visto que houveram impactos deletérios no crescimento sem ganhos na
producdo de acido latico. As observacdes deste trabalho indicam que a cepa GLp
cultivada em batelada-alimentada e com limitacdo de oxigénio é ainda a melhor can-
didata para a producao de acido latico a partir de glicerol.

Palavras-chave: 1. transportador mitocondrial de piruvato 2. Glicerol-3-fosfato desi-
drogenase 3. catalase 4. hemoglobina 5. glicerol bruto



ABSTRACT

Lactic acid can be classified as a platform chemical due to its numerous indus-
trial applications. In recent years, the lactic acid produced is mainly used for the syn-
thesis of polylactides (PLA), a thermostable and compostable bioplastic that can re-
place conventional plastics derived from the petrochemical industry. One route to ob-
tain lactic acid is through microbial fermentation using renewable carbon sources as
substrate. However, microbial fermentation requires improvements in order to make
PLA commercially competitive. In previous works by our group, the ability to use crude
glycerol, a by-product from the biodiesel industry, by the yeast Komagataella phaffii
was assessed. Then, K. phaffii was selected for the construction of L-lactate-producing
strains, reaching the yield of 0.67 (g/g) in fed-batch mode in hypoxia. However, by
assessing the previous strains, there are indications that the modifications, such as the
deletion of pyruvate decarboxylase 1, resulted in an imbalance in the NADH/NAD" re-
dox balance, which could explain the production of arabitol as a co-product and the
difficulty in improving the yield of lactic acid. Therefore, targets of gene expression and
knockout were evaluated in this work with the aim of (a) adjusting the redox balance in
the GLp strain to avoid the redirection of the metabolic route into arabitol; (b) enabling
the production of lactic acid under aerobic conditions; (c) evaluate different LDHs and
(d) overexpress the gene responsible for the lactate transporter, Jenl. In the genetic
manipulation of K. phaffii, it was possible to observe that (i) the use of the rolling circle
amplification for the amplification resulted in a more significant number of clones; (ii)
the insertion of direct repeats showed to be effective for recycling the selection marker;
(iii) integrations with repeated sequences resulted in instability of gene integrations.
Regarding the targets tested to improve lactic acid production, we concluded that the
deletion of the mitochondrial pyruvate transporter gene in K. phaffii did not improve
lactic acid production. The observations of this work indicate that the GLp strain grown
fed-batch mode with oxygen limitation is the best candidate for the production of lactic
acid from glycerol.

Keywords: 1. Mitochondrial pyruvate carrier 2. Glycerol-3-Phosphate dehydrogenase

3. catalase 4. hemoglobin 5. crude glycerol
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REVISAO DE LITERATURA
1 ACIDO LATICO E O POLILACTIDEO

O acido 2-hidroxipropandico (CsHsO3) € popularmente denominado por acido
latico devido a sua origem uma vez que foi isolado a partir do leite fermentado pelo
quimico Carl Wilhelm Scheele no ano de 1780 (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013).
Anos depois, Pasteur relacionou a formagéo desta molécula com o crescimento bac-
térias e descreveu o processo de fermentacdo latica. A estrutura quimica do acido
latico corresponde a um acido carboxilico (-COOH) no grupo terminal e um grupo hi-
droxila (-OH) no carbono de posi¢éo 2, resultando em um carbono assimétrico ou qui-
ral (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013). Desta maneira, o acido latico pode apresentar

duas formas de isomeria Optica, L-lactato e D-lactato, como ilustrado na Figura 1.

O\ OH o o

A HO—f—H &= HOiH + H
CH, CH,

) OH o o

B. HIOH = H OH + H*
CH, CH,

Figura 1. Formas isoméricas do &cido latico e lactato

Fonte: A autora (2023). O asterisco em vermelho indica o carbono assimétrico que possibilita

a formacgéo de dois enantibmeros, (A) &cido latico L e L-lactato e (B) &cido latico D e D-lactato

Alguns setores industriais exigem um alto grau de pureza Optica para a apli-
cacao do acido latico, visto que o D-lactato pode apresentar toxicidade aos humanos
(POHANKA, 2020). Nao obstante, o acido latico possui numerosas aplicacdes indus-
triais que se devem a suas caracteristicas fisico-quimicas, como sua leve acidez
(pKa=3,85), sua alta higroscopicidade e sua estabilidade quimica e térmica (CAS-
TILLO MARTINEZ et al., 2013). Ele pode ser utilizado como acidulante, agente anti-

microbiano, adjuvante de sabor e conservante na industria de alimentos e bebidas, e



17

também é gerado naturalmente durante a producédo de alimentos que passam pela
fermentacao latica. Na industria de cosméticos e beleza, o 4cido latico é utilizado por
estimular o processo de descamacéao da epiderme. Em 2020 o maior setor de destino
do &cido latico, em torno de 28,11%, consistiu na fabricagdo de polilactideo (PLA)
(Figura 2).

3,78

Polilactideo
= Alimentos e bebidas
= Uso industrial diverso
= Cuidado pessoal
= Farmacéutica

m Qutros

Figura 2. Mercado de &cido latico em 2020 por uso final
Fonte: Gréfico gerado pela autora com dados de Grand View Research (GRAND VIEW RESEARCH,
INC., 2021).

O PLA é resultado da polimerizacdo de monémeros de &cido latico, podendo
resultar em trés estruturas distintas: poli-L-lactideo (PLLA), poli-D-lactideo (PDLA) e
poli-DL-lactideo (PDLLA) (DE FRANCA et al., 2022). Em condi¢cdes adequadas, os
polimeros podem formar estereocomplexos, que sdo macromoléculas de composi¢cao
quimica uniforme, mas com configuracdo diferente nas unidades de repeticdo. A for-
macao destes estereocomplexos ocorre devido as interacfes intermoleculares nao
covalentes entre as cadeias do PLLA e PDLA, o que pode conferir caracteristicas dis-
tintas ao biopolimero (BRZEZINSKI; BIELA, 2014). O PLA, apesar de apresentar baixa
degradabilidade em agua (BAGHERI et al., 2017), é biodegradavel quando compos-
tado (HAIDER et al., 2019), tornando-o um potencial substituto sustentavel aos poli-
meros provenientes da industria petroquimica, como o tereftalato de polietileno (PET)
e o poliestireno (DE FRANCA et al., 2022).

O PLA pode ser aplicado na producao de embalagens para alimentos de vida
atil curta, como frutas e vegetais; e na producao de recipientes, copos, talheres, pratos

e pires (DE FRANCA et al., 2022). Além disso, por ser biocompativel, o PLA é também
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utilizado na area biomédica. Existem relatos de seu uso na liberacdo controlada de
farmacos e na confeccédo proteses e suturas, entre outros (DE FRANCA et al., 2022).
O PLLA especificamente pode ser aplicado de forma injetavel com finalidade estética
ou na recuperacéo de pacientes com lipoatrofia, por promover o preenchimento sub-
cutaneo (BUTTERWICK; LOWE, 2009). O PLLA comercializado sob o nome Scul-
ptra™ foi aprovado para uso em 2004 pelo FDA (Food and Drug Administration).

Entretanto, o desenvolvimento de processos de produc¢do do &cido latico, ma-
téria-prima para a formacédo de PLA, devem ser aprimorados para que se torne eco-
nomicamente competitivo em relacdo aos plasticos tradicionais derivados do petréleo.
O valor do &cido latico no mercado internacional em 2020 foi estimado em torno de
1,1 bilhdo de ddlares. A estimativa é que até 2025 este valor seja de aproximadamente
2,1 bilhdes (GRAND VIEW RESEARCH, INC., 2021). J& para o PLA, que é um dos
principais produtos gerados a partir de acido latico, o mercado estimado em 2020 foi
de 786 milhdes de dolares, com estimativa para atingir 1,7 bilhdo até 2025 (GRAND
VIEW RESEARCH, INC., 2021).

1.1 FORMAS DE PRODUCAO DE ACIDO LATICO

A producéo de &cido latico pode ser classificada em duas vias, a sintese qui-
mica e a sintese biol6gica. Resumidamente, a sintese quimica é feita a partir da mo-
lécula de lactonitrila, que resulta da adicao de cianeto de hidrogénio a uma molécula
de acetaldeido (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013; GHAFFAR et al., 2014). Apés a
recuperacao por destilacdo, a lactonitrila deve ser hidrolisada pela acdo de um &cido
forte, como o &cido sulftrico ou o acido cloridrico, para a liberacdo do sal de amonia
e do 4cido latico. Este € purificado inicialmente pela reacdo de esterificacdo, formando
o lactato de metila, que € entdo hidrolisado em agua com adicdo de catalisador para
a liberacdo das moléculas de &cido latico e metanol (GHAFFAR et al., 2014). Desta
forma, a sintese quimica requer a utilizacao de catalisadores, pressao elevada e tem-
peratura e acidos fortes. Além disso, resulta na geracdo da mistura racémica, neces-
sitando assim de etapa extra de purificacdo a depender da aplicacdo almejada. Por
estas razdes, a sintese quimica tem sido substituida pela sintese bioldgica.

A sintese biolégica resulta da fermentacdo microbiana onde o piruvato, meta-
bolito resultando do metabolismo de carboidratos, é convertido em acido latico pela

acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). O &cido latico é naturalmente produzido
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por diversos organismos, porém, o grupo denominado bactérias acido laticas (BAL)
se destaca por ter o acido latico como o principal metabdlito (SAUER et al., 2017).
Contudo, a producao por BAL também pode resultar numa mistura racémica, por pos-
suirem no genoma os genes de lactato desidrogenases (LDH) produtoras de ambos
os estereoisdmeros (L-LDH e D-LDH) (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013). Além
disso, algumas BAL sao consideradas fastidiosas, ou seja, organismos que possuem
necessidades nutricionais e ambientais complexas (SAUER et al., 2017). As principais
diferencas entre as duas vias de obtencao do acido latico estdo sumarizadas na Figura
3.

Ve N 7 M

Matéria derivada da Fermentacao microbiana por
industria petrogquimica BAL ou OGM
AN l AN 1 J
( ) ( Fontes renovaveis (milho,
Acetaldeido cana, mandioca) ou

L )L residuos™ y

HCN

Pré-tratamento, ,

Alta presséo =
P Presenga de inibidores

Catalisador

Lactonitrila Carboidrato fermentescivel

Fermentacgao

HCl ou H,SO; —— Tolerancia a acido

Mistura racémica OU

Mistura racémica A -
Isdbmero optico puro (D ou L)

Purificagao Co-produtos | Purificagio

Figura 3. Representacdo gréafica resumida das rotas de obtencéo do acido latico
Fonte: A autora (2023). BAL, bactéria acido-latica; OGM, organismo geneticamente modificado. *Resi-

duos agroindustriais e/ou lignocelulésicos.

A reducao do custo da producéo de acido latico a partir da otimizacdo da cepa
produtora e do bioprocesso é importante para que, consequentemente, a producédo de
PLA seja economicamente viavel para que seu uso seja competitivo aos plasticos

convencionais. Apesar dos desafios apresentados por BAL na producédo de &cido
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latico, como os custos de purificacéo de isbmeros e suplementacéo do meio de cultivo,
sua capacidade fermentativa € alta, atingindo a producéo de 100 g/L e produtividade
de 23 g/L/h (SAUER et al., 2010). A construcéo de organismos geneticamente modi-
ficados (OGM) a partir da engenharia genética e metabdlica pode contribuir na melho-
ria do processo de producéo via fermentacdo microbiana ao permitir avaliar rotas me-
tabdlicas que possam (i) evitar a degradacéo do produto; (ii) produzir apenas um iso-
mero éptico; (iii) diminuir ou eliminar a formacao de coprodutos; (iv) otimizar o trans-
porte de &cido latico através da membrana; entre outras possibilidades. Assim, o or-
ganismo podera se tornar industrialmente competitivo ao se aproximar dos parametros
de atingir alta pureza do isémero 6ptico (> 99%) e rendimento préximo a0 maximo
teorico (100%).

A cepa B0013-090B3 de Escherichia coli, otimizada por engenharia metabo-
lica, apresentou o maior rendimento de conversao de substrato em acido latico (Yrss:
0,97) relatado na literatura (NIU et al., 2014). Esta cepa possui modificacdes genéticas
para a inibicdo do desvio de carbonos para a producéo de coprodutos, como o etanol
e 0 acetato; delecdo do gene da D-LDH nativa, a fim de evitar a formacao da forma
isomérica D; entre outras modificacfes genéticas. Bactérias, como o exemplo citado
em E. coli, e leveduras podem ser utilizados para este fim. Porém, algumas bactérias
de uso industrial também séo fastidiosas como as BAL e, portanto, requerem suple-
mentacao do meio de cultivo. A adicdo de suplementos complexos ao meio de cultivo,
como o extrato de levedura, podem dificultar a purificacdo do acido latico e encarecer
0 processo (SAUER et al., 2010). Além disso, algumas bactérias possuem tolerancia
limitada a acidez, caracteristica que € inerente ao processo de producdo de &cido
latico, o que pode resultar em uma demanda elevada por carbonato de calcio (CaCO3)
no bioprocesso. Este € o agente neutralizador mais aplicado industrialmente devido
ao seu baixo custo, mas sua adicao resulta na formacao de lactato de calcio ao fim do
processo, o0 que exige a adi¢cdo de acido sulfurico para purificar o &cido latico, com
producado adicional de sulfato de calcio (gesso), um residuo com potencial poluente
(CASTILLO MARTINEZ et al., 2013; DJUKIC-VUKOVIC et al., 2019).

As leveduras, por outro lado, sdo organismos cujas demandas nutricionais
podem ser atendidas por meios de cultivo definidos e baratos, e que toleraram baixos
valores de pH (SAUER et al., 2010). Porém, elas n&o produzem &acido latico natural-
mente. A primeira construcdo de uma cepa de levedura para producao de acido latico

foi descrita ha quase 30 anos (1994), resultando na producéo de 12 g/L numa cepa
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de Saccharomyces cerevisiae modificada pela introducdo de um vetor de multi-copias
do gene LDH de Lacticaseibacillus casei (DEQUIN; BARRE, 1994). Desde entdo, inu-
meras estratégias genéticas foram avaliadas para a melhoria da producéo de &cido
latico em outros géneros de leveduras e fungos filamentosos. A Tabela 1 retne as
estratégias que foram implementadas para a producéo de acido latico em leveduras e

fungos reportadas nos ultimos 10 anos.



Tabela 1. Leveduras e fungos geneticamente modificados para produzir acido latico nos ultimos 10 anos.
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(Continua)
Organismo hospe- Produgdo, rendi-
deiro LDH Outras modificacGes mento; produtivi- Fonte de carbono Referéncia
dade
L-lactato
Aspergillus
. Oryzae Bos taurus AligD::sC 50,1 g/L; 0,29 g/L/h
. oryzae B. taurus Interrupgéo do gene pdcA 56,4 g/L; 0,33 g/L/h
N _ . (ZHANG et al.,
. oryzae B. taurus Interrupgdo do gene mpcA 65,4 g/L; 0,45 g/L/h 100 g/L glicose 2020a)
B. taurus Dupla interrup¢édo pcdA/mpcA 81,2 g/L; 0,67 g/L/h

A

A

A

A. oryzae
A. oryzae
A. oryzae
A. niger
Candida

C. utilis

C. sonorensis
C. sonorensis
C. sonorensis
C. sonorensis

C. glycerinogenes

Lactococcus lactis

B. taurus

Mus musculus

B. taurus

Bacillus megate-
rium

Rhizopus oryzae

Lactobacillus helve-
ticus

L. helveticus

R. oryzae

Dupla interrupgéo pcdA/mpcA

Interrupgéo LDH nativa

11 cépias de LDH

Expresséo das enzimas xilose redutase (mu-
tada, prefere NADH), xilitol desidrogenase e
xiluloquinase

Interrupgdo do gene da piruvato descarboxi-
lase (pdcl/pdc2)

Interrupgéo do gene da piruvato descarboxi-
lase (pdcl1/pdc?2)

Interrupgéo do gene da piruvato descarboxi-
lase (pdc1/pdc?2)

Duas copias de IdhL

LDH expressa sob o comando do promotor
PCggmtl induzivel por pH

90,1 g/L
49 g/L

7,7 glL

93,9 g/L; 0,919/g;
2,18 g/L/h

~854¢/L

> 80 g/L

92 g/L

31g/L

12,3 g/L

100 g/L glicose

60 g/L glicose

103 g/L xilose

100 g/L glicose

50 g/L xilose

100 g/L glicose

(WAKAI et al., 2014)

(DAVE; PUNEKAR,
2015)

(TAMAKAWA; IKUS-
HIMA; YOSHIDA,
2012)

(ILMEN et al., 2013)

(KOIVURANTA et
al., 2014)

(HOU et al., 2019)
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(Continuacao)

Organismo hospe- Producdo; rendi-

deiro LDH Outras modificagdes mento; produtivi- Fonte de carbono Referéncia
dade
L-lactato

Kluyveromyces
K. marxianus B. taurus 6,5g/L; 0,81 g/L/h
K. marxianus :_actobacnlus acidophi- 12,2 g/L; 1,53 g/L/h

us : (LEE et al.,

. ] o 50 g/L glicose

K. marxianus S. epidermidis 16,1 g/L; 2,01 g/L/h 2017)
K. marxianus S, ep_|derm|d|s eL. ack Coexpressao de duas LDHs 24 g/L; 0,48 g/g

dophilus
K. marxianus . Interrupgéo dos genes pdcl e dos genes
BY25571 L. lactis adh1-4 2269l
K. marxianus Lactiplantibacillus Interrupcéo dos genes pdcl e dos genes 46.3 a/l.
BY25571 plantarum adh1-4 ° 9 _

. . . Glicose

K. marxianus Lactobacillus rhamno-  Interrupcdo dos genes pdcl e dos genes 46 a/L. (BAE et al.,
BY25571 Sus adh1-4 9 2018)
K. marxianus . . Interrupgdo dos genes pdcl e dos genes
BY25571 L. acidophilus adh1-4 42,5 g/L
K. marxianus Interrupgdo dos genes pdcl, dos genes 230 g/L extrato de al-
BY25571 L. plantarum adh1-4, cyb2 130 gL cachofra
K. marxianus .
YKXO001 Homo sapiens >30g/L
K. marxianus . .

Bacillus subtilis >30g/L
YKX001 J 80 g/L glicose e 20 (KONG et al.,
K. marxianus 47,37 g/L; 0,5 g/g; g/L xilose 2019)

YKX001

K. marxianus
YKX001

B. megaterium

L. lactis

0,99 g/L/h

> 30 g/L
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(Continuacao)

Organismo hospe-

Producdo; rendi-

deiro LDH Outras modificagdes mento; produtivi- Fonte de carbono Referéncia
dade
L-lactato
K. marxianus
YKX001 R. oryzae 33,51 g/L
K. marxianus Plasmodium falci- 50 g/L; 0,55 g/g; 1,04
YKX001 parum g/L/h (KONG etal,, 2019)
K. marxianus P. falciparum e B. me-  Interrup¢éo de dld1 e expresséo de Jenl de 103 g/l 180 g/L hidrolisado
YKX001 gaterium S. cerevisiae e superexpressdo KmPFK 9 de espiga de milho

Komagataella
K. phaffii
K. phaffii

K. phaffii

K. phaffii
K. phaffii

Saccharomyces

S. cerevisiae SP4

S. cerevisiae SP5

S. cerevisiae SP6

S. cerevisiae SP7

S. cerevisiae

B. taurus

B. taurus
B. taurus

B. taurus

B. taurus

Pediococcus sinensis
(3 copias)

P. sinensis
(4 copias)

P. sinensis (4 copias)
P. sinensis (5 copias)

R. oryzae

Expressao de Jenlp de S. cerevisiae
Superexpressédo do gene putativo Jenlp

Interrupcéo de pdcl
Interrupgéo de pdcl e ardh

Interrupcdo dos genes pdcl, cyb2, gpd1l,
ndel

Interrupcéo dos genes pdcl, cyb2, gpd1l,
trpl, ndel

Interrupcéo dos genes pdcl, cyb2, gpd1l,
trpl, ndel/nde2

Interrupcéo dos genes pdcl, cyb2, gpd1l,
trpl, ndel/nde2

Integracéo dos genes cdt-1, ghl-
1, XYL1, XYL2, XYL3

0,46 glg; 0,348 g/L/h
0,47 glg; 0,413 g/L/h

0,673 g/g; 0,673
g/L/h

~30 g/L; 0,646 g/g
0,855 g/g

26,6 g/L; 0,34 g/g

35,8 g/L; 0,46 g/g

36,4 g/L; 0,46 g/g

37,8 g/L; 0,48 g/g

83 g/L; 0,66 g/g

Batelada-alimen-
tada com glicerol
(6%)

80 g/L glicose

40 g/L xilose e 80
g/L celobiose

(LIMA et al., 2016)

(MELO et al., 2018)
(MELO et al., 2020)

(LEE et al., 2015)

(TURNER et al.,
2016)



25

(Continuacao)

Organismo hospe-
deiro

LDH

Outras modificacdes

Producdo; rendi-
mento; produtivi-
dade

Fonte de carbono

Referéncia

L-lactato

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae
SR8LDH

S. cerevisiae BK0O1

S. cerevisiae NO.2-

B. taurus e P. sinensis

japonica

B. taurus e P. sinensis

japonica

P. falciparum

L. acidophilus

L. acidophilus

L. casei, R. oryzae e

Interrupgéo de pdcl, cyb2, gpdl, adhl,
adh2. Expressao do gene da acetadeido
desidrogenase de E. coli (mhpF e eutE)

Interrupgdo de pdcl, cyb2, gpdl, adhl,
adh2, adh6. Expresséo do gene da aceta-
deido desidrogenase de E. coli (mhpF e
eutE)

Integracdo dos genes XR, XDH e XK. In-
terrupcéo de pdcl e pdc5

Cepa otimizada para consumo de xilose
(SR8) expressa a LDH

Cepa SR8LDH evoluida em laboratério
para tolerancia a acidos organicos (8%
LA)

Delecéo de pdcl e adhl. Expresséo de

ALD de E. coli e superexpresséao de Jenl.

36 g/L; 0,90 g/g

27 g/L; 0,93 g/g

0,67 g/g; 0,05 g/L/h

11,2 g/L

119 g/L (sem adig&o

de agentes neutrali-
zantes)

121,5 g/L; 0,81 g/g;

40 g/L glicose

29 g/L glicose

50 g/L glicose

Hidrolisado acido de
residuo de café

20 g/L glicose

Batelada alimentada

(SONG et al., 2016)

(NOVY et al., 2017)

(KIM et al., 2019a)

(JANG et al., 2021)

(ZHU et al., 2022)

100 B. taurus Adaptacao evolutiva a 4cidos 1,69 g/L/h glicose

D-lactato
EY?SaSD;T nus L. plantarum !gﬁrlr_f%ﬁgldos genes pdcl, dos genes 122 g/L Extrato de alcachofra (BAéI(E)leé)al.,
K. phaffii L. mesenteroides 4 copias de LDH 3,4§ggl-;m0d/2L2/hg/g; Metanol (YAMIZAODl’g)et al.,
Pichia kudriavzevii L. plantarum g‘g%rer;p‘?ao de pdcl e adaptacao evolutiva a 1544@{/1% S}Z/Zhg/g; Glicose (PAZROIES; al,
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(Conclusao)

Organismo hospe-

Producdo; rendi-

deiro LDH Outras modificacdes mento; produtivi- Fonte de carbono Referéncia
dade
D-lactato

» Leuconostoc mesente- 0 5, e pdc, adhi, gpd1/2, did1, Jenl. 112 g/L; 0,80 glg; 2,2 . (BAEK et al.,

S. cerevisiae roides subsp. mesen- ~ Glicose
) Superexpresséo de HAAL g/L/h 2016)
teroides

S. cerevisiae . Delecéo de adhl-5, gpd1/2, did1, pdcl. 82,6 g/L; 0,83 g/g; : (BAEK et al.,
JHY5610 L. mesenteroides Adaptacéo evolutiva a 4cido latico. 1,5g/L/h Glicose 2017)
S. cerevisiae YIP-J- E. coli (3 cépias) no si- ~ 80g/L;0,609/g; 1,1 : (ZHONG et al.,
C-D-AL tio do transposon Tyl Delecéo de pcdl/6, adhl, did1, cyb2, Jenl. g/L/h Glicose 2019)

. . - Cepa YIP-J-C-D-Al e expressao de lIoGAS1 85,3 g/L; 0,71 g/g; . (ZHONG et al.,
S. cerevisiae E. coli (3 copias) de Issatchenkia orientalis 1,20 g/L/h Glicose 2021)

Fonte: A autora (2023).
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1.1.1 Fontes alternativas de carbono na producéao de acido latico por fermenta-

cao microbiana

A producao comercial de acido latico é baseada na fermentacéo dos carboi-
dratos provenientes majoritariamente de cana-de-acucar, milho e mandioca (GRAND
VIEW RESEARCH, INC., 2021). Porém, o0 manuseio destas matérias primas resulta
na geracao de residuos agroindustriais como o bagaco da cana e a espiga de milho.
Estes residuos podem ser tratados atraves da hidrolise &cida e/ou enziméatica para a
liberacdo dos acucares presentes na parede vegetal que podem ser utilizados para a
fermentacdo microbiana. Este processo permite a fermentacdo a partir de residuos
pode ser denominada de segunda geracao.

O uso de residuos industriais para a producdo de acido latico, como a bio-
massa vegetal, pode reduzir o custo do substrato durante e o bioprocesso e estimular
a producédo sustentavel. Essa abordagem esta alinhada com a Agenda 2030 dos Ob-
jetivos de Desenvolvimento Sustentavel (OSD) estabelecidos pela Organizacdo das
Nacdes Unidas, como observado abaixo:

12.5 Até 2030, reduzir substancialmente a geracéo de residuos por meio da
prevenc¢do, reducdo, reciclagem e reuso; (...) 12.a Apoiar paises em desen-
volvimento a fortalecer suas capacidades cientificas e tecnoldgicas para mu-
dar para padrdes mais sustentaveis de producdo e consumo. (ODS Agenda
2030, Objetivo 12, ONU).

Na Tabela 2 estdo listados alguns exemplos de microrganismos genetica-
mente modificados que foram utilizados na producéo de acido latico a partir de fontes

nao convencionais nos ultimos 10 anos.

Tabela 2. Fonte de carbono alternativas utilizadas para a producéo heter6loga de acido latico.

(Continua)
Substrato Producéo/ ren-
] . Organismo ue Referéncia
Matéria-prima Concentragéo dimento

Amido (batata, trigo (WAKAI et al.,
e milho) 100 g/L A. oryzae 30g/L 2014)

. : 40 g/L xilose e - i (TURNER et al.,
Celobiose e xilose 80 g/L celobiose S. cerevisiae 83 g/L; 0,66 g/g 2016)
Extrato de tubércu- 230 g/L K. marxianus 130 g/L (BAE et al., 2018)

los de alcachofra BY25571
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(Concluséao)

Substrato . Producéo/ ren- a
. . Organismo ; Referéncia
Matéria-prima Concentracgéo dimento
; Batelada-ali- .
Glicerol mentada K. phaffii 0,673 g/g (LIMA et al., 2016)
. 80 g/L (Alimen- " ~30 g/L; 0,646
Glicerol tacio 40 g/L) K. phaffii ol (MELO et al., 2018)
Batelada-ali-
Glicerol mentada (6% K. phaffii 0,855 g/g (MELO et al., 2020)
glicerol)
Glicerol bruto 60 g/L E. coli 50,1 g/L (MAZUMDAR et al.,

Glicose e xilose

85 g/L glicose e

K. marxianus

50 g/L; 0,55 g/g

2013)

20 g/L xilose YKX001
Hidrolisado d K ) (KONG et al., 2019)
idrolisado de es- . marxianus
piga de milho 180 g/l YKX001 103 g/t
~ 0,77 g, gli-
Hidrolisado &acido cose, 16 g xi- S. cerevisiae
de residuos de café lose, galactose, SR8 11,2 g/t (KIMetal., 2019a)
manose
_ N 93,9 g/L: (TAMAKAWA;
Xilose 103,2 g/L C. utilis 0910/ IKUSHIMA; YOS-
~19/9 HIDA, 2012)
Xilose 100 g/L E. coli Sz470 66 g/L (ZHAO et al., 2013)
. . (KOIVURANTA et
Xilose 50 g/L C. sonorensis 31g/L al., 2014)
Xilose 50 g/L S. cerevisiae 0,8 g/g (NOVY etal., 2017)

Fonte: A autora (2023).

1.1.1.1 Glicerol bruto

No Brasil, além da extensa variedade de biomassa vegetal disponivel, o gli-

cerol (C3HsO3) é uma fonte de carbono que deve ser considerada para fins biotecno-
l6gicos por ser um subproduto da industria do biodiesel. Como forma de estimular a
utilizagédo e producdo de biocombustiveis no territorio nacional, a mistura destes ao
diesel fossil é obrigatéria no percentual de 12,0% (AGENCIA NACIONAL DO PETRO-
LEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2023).

Uma das formas de producao de biodiesel é através da reacao de transeste-
rificac@o de triglicerideos, que no Brasil sédo obtidos a partir de 6leos vegetais, como
6leo de soja e Oleo de fritura usado; ou de gordura animal proveniente de frigorificos
(ANP, 2023). A reacao de transesterificagdo ocorre entre triglicerideos e alcool na

presenca de um catalisador, resultando na liberacdo de trés moléculas de acidos
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graxos da quebra do triglicerideo, que séo transformados em ésteres de acidos gra-
X0s, 0 biodiesel. Da quebra do triglicerideo é formada uma molécula de glicerol. Desta
maneira, aproximadamente 10% (massa/massa) do volume total da producgé&o de bio-
diesel sdo referentes ao glicerol.

Porém, como mencionado acima, a reacdo requer a adi¢cdo de alcool e catali-
sador, sendo comumente utilizados o metanol e o hidroxido de sédio, respectiva-
mente. Assim, o glicerol recuperado ao final € denominado glicerol bruto por possuir
contaminantes como o metanol, catalisador, sabao e outros, restringindo assim suas
possibilidades de destino (KAUR et al., 2020).

Os processos de purificacdo para separar as impurezas do glicerol bruto,
como destilacdo, resina de troca idnica, separacdo por membrana, acidificacdo se-
guida de neutralizacao e extracao por solvente, podem néo ser favoraveis comercial-
mente por apresentarem custo elevado (CHOL et al., 2018). Assim, o glicerol bruto
tem se tornado uma matéria-prima de baixo valor comercial e rotas para sua conver-
sao e valorizacao sao relevantes (KAUR et al., 2020; KUMAR et al., 2021).

Em trabalho desenvolvido por Mazumdar e colaboradores, uma cepa de E.
coli modificada para a producéo de acido latico foi otimizada para a producao a partir
de glicerol bruto atingindo o rendimento de conversao de 0,93 g/g (Yris). A cepa pa-
rental de E. coli utilizada possuia modificacbes para a atenuacao da producao de suc-
cinato, acetato e etanol, além da superexpressdo dos genes nativos GlpK/D e GlpA
da via de metabolizacéo de glicerol em aerobiose. Esta cepa foi entdo otimizada ao
substituir a D-LDH nativa pelo gene L-LDH de Streptococcus bovis para a permitir a
formacéo de apenas um isémero Optico, e bloquearam-se rotas adjacentes que resul-
tavam na degradacao de &cido latico. Em um cultivo em frascos de meio minimo com
alimentacao de glicerol bruto (40 g/L iniciais e 20 g/L adicionados ap6s 48 h) a cepa
otimizada consumiu 57,2 g/L de glicerol, resultando na producao de 50,1 g/L de &cido
latico de alta pureza Optica (99,9%) (MAZUMDAR et al., 2013). Até o presente mo-
mento este € o maior rendimento (0,93 g/g) relatado na producdo de acido latico a
partir de glicerol.

Segundo dados da ANP, em 2020 foram gerados 580,1 mil m3 de glicerol bruto
como subproduto da producgéo de biodiesel (ANP, 2020). Porém, o glicerol bruto da
industria brasileira € contaminado com metanol, um alcool toxico para a maioria dos

microrganismos. Entretanto, existem bactérias e leveduras que possuem metabolismo
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metilotréfico, ou seja, utilizam metanol como fonte de carbono, como a bactéria Me-
thylorubrum extorquens e a levedura Komagataella phaffii (SINGH et al., 2022).

Em trabalho anterior publicado por nosso grupo de pesquisa, foram avaliadas
11 amostras de glicerol bruto provenientes da produc¢éo de biodiesel de 6leo de soja.
Neste estudo foi demonstrada a capacidade da levedura K. phaffii em utilizar esta
matéria como fonte de carbono, mesmo quando na presenca do contaminante hidré-
xido de sodio (ANASTACIO et al., 2014). Em conjunto, as habilidades em utilizar o
glicerol bruto, bem como o metabolismo metilotréfico, tornam a K. phaffii uma plata-
forma microbiana relevante para o desenvolvimento de processos de valorizacdo do

glicerol produzido no pais.
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2 A LEVEDURA KOMAGATAELLA PHAFFII

A levedura Pichia pastoris foi reclassificada para o género Komagataella, no
qual inicialmente foram descritas trés espécies: K. phaffii, K. pastoris e K. pseudopas-
toris (KURTZMAN, 2009). K. pastoris e K. phaffii sdo mais estudadas e utilizadas nas
aplicacoes biotecnoldgicas. As linhagens X-33 (prototrofica) e GS115 (his4, Invitro-
gen) pertencem a espécie K. phaffii. Esta espécie foi isolada de exsudatos de arvores,
€ aerobica, ndo patogénica, haploide e com tempo de duplicacdo de aproximada-
mente 2-3 h (HEISTINGER; GASSER; MATTANOVICH, 2020).

Ao longo dos anos, K. phaffii tem sido modificada por engenharia genética
principalmente para a expressdo heterdloga de proteinas em escala de bancada e
industrial, na producédo de biofarmacos e enzimas. Isto se deve ao fato de possuir
caracteristicas favoraveis para a expressao heteréloga de proteinas, como promoto-
res fortes induziveis (Paox1) € constitutivos (Pcap), a alta capacidade de secrecéo, a
capacidade de realizar modificacfes pds-traducionais, além de atingir alta densidade
celular (AHMAD et al., 2014; HEISTINGER; GASSER; MATTANOVICH, 2020).

K. phaffii comp®@e o restrito grupo de leveduras metilotroficas, o que permite a
utilizacdo de metanol como fonte de carbono e energia. Outras fontes de carbono
utilizadas por K. phaffii séo: glicose, glicerol, etanol, trealose, L-ramnose, manitol, sor-
bitol, D-glucitol e os acidos latico, succinico, acético e citrico (ATA et al., 2021; KUR-
TZMAN, 2011).

Dada as caracteristicas do metabolismo, bem como a disponibilidade de fer-
ramentas de manipulacédo genética, K. phaffii pode ser favoravel para a producéo de
quimicos plataforma de interesse econémico. Além da producéo de acido latico repor-
tado pelo nosso grupo de pesquisa (LIMA et al., 2016; MELO et al., 2018, 2020), pro-
dutos de interesse comercial, como o acido hialurénico de alto peso molecular (JE-
ONG; SHIM; KIM, 2014), &cido xilénico (RAMOS et al., 2021), sesquiterpeno do 6leo
essencial de toranja (WRIESSNEGGER et al., 2014), alcoois e ésteres como isopen-
tanol e acetato de isobutila (SIRIPONG et al., 2018, 2020) e licopeno (ZHANG et al.,

2020b) ja foram produzidos em cepas modificadas de K. phaffii.
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2.1 METABOLISMO DE GLICEROL EM K. PHAFFII

A primeira etapa do metabolismo de glicerol consiste no seu transporte para
o interior da célula através de proteinas canal ou de proteinas de transporte, como por
exemplo, os simportadores. No genoma de K. phaffii foram descritos quatro genes
putativos para simportadores de H* e glicerol, enquanto que em outras leveduras,
como S. cerevisiae, esta fungao depende da atividade do simportador Stl1. A presenca
destes transportadores contribui para uma melhor captacéo de glicerol em K. phaffii
(qgiicerol 0,37 g/g), aproximadamente oito vezes maior que a da levedura S. cerevisiae
(ggiicerol 0,046 g/g) (MATTANOVICH et al., 2009).

No citosol, apenas duas rea¢des sdo necessarias para converter a molécula
de glicerol em diidroxiacetona-fosfato (DHAP) (Figura 4). Na primeira reagéo, o glicerol
é fosforilado em glicerol-3-fosfato (G3P) pela acédo da enzima glicerol quinase (Gutl,
EC: 2.7.1.30). Entdo, glicerol-3-fosfato € oxidado a DHAP pela enzima glicerol-3-fos-
fato desidrogenase. Em K. phaffii estdo anotadas a enzima mitocondrial Gut2 (EC:
1.1.5.3, Gene ID 8199784) e a enzima citosélica dependente de NAD*/NADH (Gpd1,
EC: 1.1.1.8, Gene ID 8199215) (KLEIN et al., 2017). A molécula de DHAP pode entao

ser convertida a gliceraldeido-3-fosfato e seguir pelo metabolismo de glicose.

Gut1 - Glicerol quinase

ATP  ADP

N e

Gut1

Glicerol Glicerol-3-fosfato

Gut2/Gpd1 - Glicerol 3-fosfato desidrogenase
o FAD/IQ FADH;_,/QH2

o}
| |
HO/Y\O/ ™o Gut? /\H/\ o
o Gpd1 o
CH ; g

‘ NAD+* NADH ) ,
Glicerol-3-fosfato Diidroxiacetona fosfato

Figura 4. Reagdes enzimaticas que convertem glicerol a DHAP em K. phaffii
Fonte: A autora (2023).
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2.2 PRODUCAO DE ACIDO LATICO EM K. PHAFFII

Viabilizar a producédo de acido latico em leveduras pode parecer inicialmente
um desafio de facil resolucao, visto que apenas pela expressdo do gene codificante
da enzima lactato-desidrogenase (LDH, EC: 1.1.1.27, Figura 5) € possivel produzir o
acido latico. A primeira cepa de K. phaffii modificada neste sentido, denominada XL,
foi construida pela integracdo do gene da LDH de Bos taurus (BtLDH) sob o comando
do promotor Pcap na linhagem selvagem X-33. Em batelada alimentada utilizando gli-
cerol como fonte de carbono, a cepa XL apresentou rendimento de 0,460 (g/g) na
conversao de glicerol em acido latico (Yrss), porém acetato e arabitol foram formados
como coprodutos (LIMA et al., 2016).

A fim de reduzir a producao de acetato em K. phaffii, em trabalho seguinte foi
realizada a interrup¢cdo da atividade da enzima piruvato descarboxilase (Pdcl, EC
4.1.1.1, Figura 5). A cepa resultante GLp (GS115: pGAP-BtLDH Apdcl) apresentou
rendimento de 0,646 (Yrs/s) em batelada-alimentada com 6% de glicerol. Porém, o au-
mento no rendimento foi acompanhado pelo aumento da producéo de arabitol nas

cepas Pdc-deficientes quando cultivadas em hipéxia (MELO et al., 2018).
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ATP ADP NAD* NADH NAD* NADH ADP ATP ADP ATP NADH NAD*
Glicerol > G3P « /> DHAP +> GAP3 M 1,3BPG <\ 3PG -..PEP \2 Piruvato -2+ Lactato
GUT1 GPD1 \ TPI1 PGK1 cDC19 : BtLDH
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Figura 5. Via metabdlica da producao de lactato a partir de glicerol em K. phaffii GLp

Fonte: A autora (2023). A cepa GLp foi construida em trabalho anterior pela disrupcdo de PDCL1 e inser¢do da LDH bovina (genes modificados indicados em
cinza) (MELO et al., 2018). Legenda: G3P, glicerol-3-fosfato; DHAP, diidroxiacetona-fosfato; GA3P, gliceraldeido-3-fosfato; 1,3BPG, 1,3-bifosfoglicerato; PEP,
fosfoenolpiruvato; F1,6BP, frutose-1,6-bifosfato; ATP: adenina trifosfato; ADP, adenina difosfato; NADH/NAD*, nicotinamida adenina dinucleotideo. Genes:
GUT1, glicerol quinase; GPD1, glicerol-3-fosfato desidrogenase; TPI1, triose-fosfato isomerase; GAP, gliceraldeido-3-fosfato; PGK1, fosfoglicerato quinase;
CDC19, piruvato quinase; ARDH, arabitol desidrogenase; ADH2, &lcool desidrogenase; ALD2, aldeido desidrogenase.
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Ao se avaliar a reacdo global de glicerol a piruvato em K. phaffii em hipoxia
(Figura 5), duas reacdes redox reduzem NAD* a NADH, a da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase (Gpdl) do metabolismo de glicerol e a da enzima gliceraldeido-3-fos-
fato desidrogenase (GAP3 a 1,3BPG) da fase de pagamento da glicélise. Um destes
NADHSs é reoxidado pela LDH, de modo que cada mol de glicerol rende um mol de
acido latico, um de ATP e um de NADH.

Na auséncia de Pdcl, em hipdxia esta molécula de NADH em excesso pode
ser regenerada na producao de arabitol pela enzima arabitol desidrogenase (ARDH,
EC: 1.1.1.250, Figura 5). Em trabalho seguinte realizado por Melo (2020), a interrup-
cao do gene codificante da enzima arabitol desidrogenase néo resultou em ganho no
rendimento de acido latico quando comparada a cepa GLp em cultivo continuo,
mesmo que a producéo de arabitol tenha sido reduzida. Portanto, a enzima ARDH
atua para restabelecer o equilibrio redox em hipéxia durante a fermentacéo de glicerol
e sua interrupcéo pode explicar por que ndo houve melhora no rendimento (MELO et
al., 2020).

Todas as cepas citadas anteriormente foram cultivadas em hip6xia para que
0 metabolismo fermentativo fosse priorizado em relacéo a respiracdo. Estudos sobre
a fisiologia de K. phaffii sugerem que o fluxo da via metabdlica de producao de arabitol
aumenta a medida em que a concentracdo de oxigénio é reduzida no cultivo (21%,
11% e 8%), indicando que a producao de arabitol em K. phaffii pode ser considerada
essencial para restaurar o equilibrio redox (BAUMANN et al., 2010).

Neste trabalho, estratégias complementares que possibilitem a producao de
acido latico na cepa GLp em aerobiose e sem a producao de uma molécula de NADH
em excesso serdo discutidas nos dois primeiros capitulos. No primeiro capitulo, ava-
liamos a interrupcao da atividade de Gpdl e estratégias complementares a fim de
corrigir o desbalanco redox de NADH/NAD* da reacéao global para evitar o desvio para
a formacao de arabitol. J& no segundo capitulo, avaliamos a delecdo do gene da su-
bunidade 1 do transportador mitocondrial de piruvato (Mpcl) a fim de reduzir o desvio
de piruvato para a respiracéo celular em aerobiose. Apesar de estarem apresentadas
em capitulos separados, para fins de organizacdo, as estratégias foram pensadas
para atuarem de forma sinérgica. No terceiro capitulo, sugerimos a insercado de uma
LDH mais ativa em conjunto com a superexpressao do transportador de monocarbo-

xilatos identificado em trabalhos anteriores (LIMA et al., 2016).
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PRIMEIRO CAPITULO: DELECAO DE GPD1

1 INTRODUCAO

A engenharia metabdlica para otimizacdo da biossintese de produtos ndo-na-
turalmente produzidos por um microrganismo pode resultar em alteracées no seu me-
tabolismo, como por exemplo, o desbalanco redox. Os cofatores para reagdes redox,
como por exemplo NADH, possuem um papel fundamental no acoplamento das rea-
cOes catabolicas, anabdlicas e na geracao de energia. Portanto, as alteracées no equi-
librio redox podem ser favoraveis ou deletérias a producéo de metabdlitos de interesse
(LEE et al., 2015; LI et al., 2022).

A biossintese de acido latico envolve o consumo de NADH (Figura 5). Con-
tudo, a tentativa de regular o balanco de NADH/NAD* pela delecdo dos genes que
codificam NADH desidrogenase externas da mitocéndria que oxidam NADH citosolico,
NDE1 e NDE2, ndo resultou em uma melhor producdo de acido latico em S. cerevi-
siae. A delecéo da isoforma Ndel na cepa de S. cerevisiae otimizada pela delegéo
prévia de PDC1, CYB2 e GPD1 resultou na diminuicdo da producéo de acido latico
em 24%, e consequentemente aumentou a producdo de coprodutos como o etanol
(LEE et al., 2015).

Em um estudo mais recente em S. cerevisiae demonstrou-se, ao contrario do
proposto por Lee e colaboradores (2017), o consumo de NADH pode ser benéfico
para o acumulo de &cido latico em cepas engenheiradas de S. cerevisiae. Neste es-
tudo, foram expressas enzimas que oxidam NADH, como por exemplo o gene da en-
zima NADH oxidase de S. pneumoniae. Na cepa final a razdo NADH/NAD™ citosoélica
foi reduzida em relacdo a cepa parental, o que resultou em rendimento (Yrss) de &cido
latico de 0,66 (g/g) em meio rico com glicose (LI et al., 2022).

Como apresentado anteriormente, a producdo de acido latico em K. phaffii
resulta numa molécula de NADH em excesso devido a acdo das enzimas Gpdl e
GAPH que reduzem NAD* e na auséncia de Pdcl, evitando que o metabolismo fer-
mentativo reoxide o NADH excedente. Desta forma, a substituicdo da atividade de
uma das reacgoes que reduzem NAD™ por uma reagéao alternativa que néo utilize estes
substratos poderia corrigir o desbalanco de cofatores NADH/NAD™ e ser uma alterna-
tiva para a melhoria do rendimento deste bioprocesso em K. phatffii.
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Em eucariotos, ha uma segunda glicerol-3-fosfato desidrogenase (Gut2), uma
enzima mitocondrial, localizada na face externa da membrana interna, logo com
acesso aos substratos citosolicos, e que utiliza a ubiquinona (Q) como co-substrato
(KLEIN et al., 2017). Esta enzima est4 anotada no genoma de K. phaffii (Gene ID:
8199784), e, portanto, a delecdo de GPD1 néo interromperia a utilizacao de glicerol
por completo. Todavia, a atividade catalitica de Gut2 pode nédo ser suficiente para
manter a eficiéncia do processo de conversao de glicerol em acido latico em K. phaffii.
Desta forma, o objetivo deste capitulo consiste na delecdo de GPD1 com a concomi-
tante superexpressao do gene da enzima glicerol 3-fosfato oxidase (Gpo, EC 1.1.3.21)
da bactéria aerébica Aerococcus viridans (Figura 6). A enzima Gpo realiza a conver-
sdo de G3P em DHAP e utiliza o oxigénio (Oz2) como cofator, liberando peroxido de
hidrogénio (H20:2) (Figura 6). Apesar de K. phaffii possuir a enzima catalase, que rea-
liza a degradacao de H202, esta enzima encontra-se compartimentalizada no peroxis-
somo (POTAPOVICH et al., 2001). Assim, objetivou-se construir uma segunda linha-
gem para avaliar o impacto da expressdo do gene da catalase citosolica de Neuros-
pora crassa (NcCAT1) (SCHLIEBS et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Estratégias para a produc¢do de 4cido latico em aerobiose a partir de glicerol em K. phaffii desenvolvidas neste trabalho

Fonte: A autora (2023). A cepa GLp foi construida em trabalho anterior pela interrupgédo de PDCL1 e insercédo da LDH bovina (genes modificados indicados em
cinza) (MELO et al., 2018). Os genes indicados em azul sdo os alvos para nocaute e 0s genes para expressdo sao indicados em vermelho. Legenda: G3P,
glicerol-3-fosfato; DHAP, diidroxiacetona-fosfato; GA3P, gliceraldeido-3-fosfato; 1,3BPG, 1,3-bifosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; F1,6BP, frutose-1,6-bi-
fosfato; ATP: adenina trifosfato; ADP, adenina difosfato; NADH/NAD*, nicotinamida adenina dinucleotideo; GPD1, glicerol-3-fosfato desidrogenase; GPO, gli-
cerol-3-fosfato oxidase; vhb, hemoglobina de V. stercoraria; NcCAT1, catalase 1 de N. crassa; PDC1, piruvato descarboxilase 1; MPC1, transportador mito-
condrial de piruvato; BtLDH, lactato desidrogenase de B. taurus.
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A insercao de Gpo, uma enzima da classe das oxidases (Oz), requer que o
processo seja conduzido em aerobiose. Porém, por ser uma levedura aerobica,
guando cultivada em aerobiose a producéo de biomassa e a respiragao celular seréo
priorizadas. Portanto, no capitulo 2 serdo apresentadas duas estratégias complemen-
tares, a delecdo de MPC1 concomitante a expressao do gene de uma hemoglobina

bacteriana (vhb) (Figura 6).

1.1 OBJETIVOS

a) Interrupcédo de GPD1 na linhagem de K. phaffii GLp pela integracdo de
GPO de Aeroccocus viridans, resultando na cepa GLp1;

b) Interrupcdo de GPD1 na linhagem GLp pela integracdo de GPO de A.
viridans e o gene da catalase 1 de Neurospora crassa, resultando na

cepa GLp2;

c) Testar o método de reciclagem de marca de selecéo pela contrasselecdo

induzida pelo promotor P ras3;

d) Avaliar o crescimento das cepas e a producédo de &cido latico nas cepas
GLpl e GLp2 cultivadas em batelada em aerobiose em biorreator de

bancada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CONSTRUCAO DE CEPAS

A metodologia utilizada na construcédo de cepas em K. phaffii foi similar nos
trés capitulos desta tese. Portanto, os métodos serdo descritos em detalhes neste

capitulo e, se necessario, complementados nos préximos.

2.1.1 Material genético e cepas

Dois cassetes foram concebidos para a delecdo de GPD1 (Gene ID 8199215)
em K. phaffii, que diferem apenas na inclusdo ou ndo do gene da catalase 1 (Figura
7). O gene da glicerol-3-fosfato oxidase (GPO) de Aerococcus viridans foi inserido sob
o controle do promotor Pter1 de S. cerevisiae. J& no cassete que adicionalmente ex-
pressa a catalase, o gene responsavel pela catalase de N. crassa (NcCAT1) foi inse-
rido sob o promotor da 3-fosfoglicerato quinase (Ppck1) de K. phaffii (ARRUDA et al.,
2016).

Ambos os cassetes possuem uma regido destinada a selecéo e contrassele-
cao de cepas. Os cassetes para selecdo e contrasselecdo foram flanqueados por re-
gibes aleatérias em repeticdo direta, geradas computacionalmente (https://fa-
culty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm; comprimento de 600 pb, conteido GC de 41%,
idéntico ao do genoma da levedura; DR — direct repeats, Figura 7) para possibilitar a
excisao por recombinacdo homoéloga interna. O cassete de selecdo expressa o gene
da higromicina fosfotransferase (HygR) sob o promotor constitutivo da malato desidro-
genase peroxissomal (Pwpn3) de K. phaffii (PRIELHOFER et al., 2017). Como forma
de contrasselecédo, o gene mazF da endonuclease toxica de E. coli foi inserido sob o
comando do promotor da L-ramnonato desidratase (Pira3) induzivel por ramnose (LIU
et al., 2016; JIAO et al., 2019). Portanto, quando cultivadas em ramnose, a expressao
de MazF induzird a morte celular em individuos que nédo tenham perdido os cassetes
de selecdo e contrasselecdo por recombinagdo homologa das regifes DR.

Por fim, para guiar a recombina¢do homologa no locus para dele¢éo de GPD1
em K. phaffii, a regido de homologia 5° GPD1 tem inicio logo apds o codon de parada
da ORF a montante de GPD1 (PAS_chr2-2_0112), e se estende até a metade do

gene, com introducdo de uma mutacdo no codon de iniciacdo para ATC a fim de


https://faculty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm
https://faculty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm
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garantir que ndo haja traducéo, resultando em um braco de homologia de 768 pb. A
regido 3' GPD1 corresponde a parte da regido terminal do gene e se estende além do
codon de parada, terminando antes do cédon de inicio da ORF a jusante (PAS_chr2-
2_0461), para um tamanho final de 773 pb. Parte da regido medial do gene é perdida
pela introducdo do cassete, garantido nocaute irreversivel do gene.

Os cassetes foram sintetizados pela empresa GenScript (Piscataway, NJ,
EUA).

A. 1-gpo (8689 pb)

B. 1-gpo-vhb (11659 pb)

5> » 3’
e PAS_chr2-2_0112 PAS_chr2-2_0461 _—

1206 bp
Cromossomo 2

Figura 7. Cassetes para interrup¢cdo de GPD1 em K. phaffii

Fonte: A autora (2023). As linhas tracejadas indicam os sitios de recombina¢cdo homéloga no cromos-
somo 2 de K. phaffii.

Os plasmideos e cepas utilizados, bem como as cepas construidas neste ca-

pitulo, estdo descritos a Tabela 3.

Tabela 3. Plasmideos e cepas utilizados para a dele¢do de GPD1

(Continua)
Plasmideos Utilizacao Referéncia
1-gpo Interrupgéo do gene da enzima glicerol-3-fosfato desi-
drogenase (GPD1) pela insercdo do gene da enzima gli-
cerol-3-fosfato oxidase (GPO) de Aerococcus viridans
sob o comando do promotor Prer; de S. cerevisiae.
2-gpo_cat Interrupgéo do gene da enzima glicerol-3-fosfato desi- Este trabalho

drogenase (GPD1) pela insercao do gene da enzima gli-
cerol-3-fosfato oxidase (GPO) de Aerococcus viridans
sob o comando do promotor Prer1 de S. cerevisiae e adi-
cionalmente a insercéo do gene da catalase 1 de Neu-
rospora crassa sob 0 promotor Ppck1 nativo de K. phaffii.
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(Conclusao)

Cepas Genobtipo Referéncia
GlLp GS115: pGAP-BtLDH Apdcl HIS4 MELO et al., 2018
GLpl GLp: gpdl::gpo HygR

GLp2 GLp: gpdl::.gpo NcCAT1 HygR

GLp1 hyg- GLp: gpdi--gpo Este trabalho
GLp2 hyg- GLp: gpdl::gpo NcCAT1

Fonte: A autora (2023).

2.1.2 Amplificacdo in vitro de plasmideos

Os plasmideos foram amplificados in vitro pela técnica de amplificacéo de cir-

culo rolante, do inglés rolling circle amplification (RCA), adaptado do método descrito

por Dean e colaboradores (DEAN et al., 2001) e no protocolo descrito pelo fornecedor

dos reagentes (ThermoFisher Scientific). Inicialmente, o DNA foi desnaturado em so-

lucéo de volume final de 5 pL contendo 1X tampéo da enzima EquiPhi 29, 100 uM de

hexanucleotideos iniciadores aleatorios resistentes a exonucleases e 1 ng de plasmi-

deo. A solucao foi incubada a 95 °C por 3 min e imediatamente colocada no gelo. Para

a reacao de amplificacdo, uma solucéo foi preparada contendo 1X de tampao EquiPhi,
1 mM de DTT, 2,5 mM de dNTP, 0,02 U de pirofosfatase, 0,5 U da DNA polimerase
EquiPhi29 e agua MilliQ g.s.p. 20 pL. Os volumes utilizados para ambas as reacdes

estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Composicédo das solu¢cBes de desnaturagcdo e amplificacdo utilizadas no RCA

Solucéo de desnaturagdo do plasmideo Solucgéo para amplificacéo
Reagente Volume (uL) Reagente ‘ Volume (uL)

1X EquiPhi Buffer 0,5 1X EquiPhi Buffer 15
Primer randémico 1 DTT 0,2
Plasmideo 0,5 dNTP 0,8
Agua 3 Pirofosfatase 0,2

EquiPhi29 DNA poli- 1

merase

Agua deionizada 11,3

Solucéo de desnatura- 5

céo
Volume total ‘ 5 Volume total ‘ 20

A solucéo para amplificagéo foi incubada em termociclador por de 3 h a 45 °C

para extensao dos concatameros, seguido por um periodo de 10 min a 65 °C para

inativacao da polimerase. Uma aliquota de 0,5 pL foi utilizada para verificagdo em gel

de 0,8% agarose. Para uso na transformacdo de cepas de K. phaffii, o produto da
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amplificacéo foi diluido cinco vezes com agua ultrapura e tratado com endonucleases
descritas no APENDICE 1.

2.1.3 Precipitagdo de DNA

Adicionaram-se 10% (v/v) de solucdo 5 M de acetato de amoénio a solucéo
contendo o DNA e homogeneizou-se a amostra gentilmente. Adicionou-se um volume
(v/v) de isopropanol & mistura e incubou-se a -20 °C por periodo de aproximadamente
8 h. ApGs a incubacao para precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 12000xg
4 °C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado, lavado duas
vezes por centrifugacao em etanol a 70% gelado. Ap6s a remocgao completa do etanol,
0 DNA foi ressuspendido em agua deionizada.

2.1.4 Eletroporacao de K. phaffii

O protocolo utilizado para preparo das cepas de K. phaffii eletrocompetentes
e transformacao foi adaptado de Wu e Letchworth (WU; LETCHWORTH, 2004). O
estoque da levedura armazenado a -80 °C foi reativado em meio YPD agar (1% extrato
de levedura, 2% peptona, 2% dextrose e 1,5% agar), suplementado com 0,1 mg/mL
zeocina quando necessario, e incubada a 30 °C até o aparecimento de colonias. Para
0 pré-inéculo, uma coldnia fresca foi inoculada em 25 mL de meio YPD em frasco
aletado (250 mL) e incubada por periodo aproximado de 12 h a 30 °C e agitacédo de
200 rpm. No dia seguinte, uma aliquota do pré-inoculo foi coletada para inocular 100
mL de meio YPD em frasco Erlenmeyer aletado (1000 mL). O volume de pré-in6culo
utilizado foi calculado de maneira que resultasse em uma ODsoo inicial entre 0,5 e 0,7

de acordo com a equacao (1).

(1) ODpré—in(’)culo X Vpré—inéculo — 0D0,5—O,7 x 100 mL

A cultura foi mantida a 30 °C sob agitacao de 200 rpm até que atingisse a
ODsoo entre 1,15 e 1,3, e nunca superior a 1,5. Ao atingir a ODsoo desejada, a cultura
foi dividida em dois tubos cénicos de 50 mL e centrifugada a 2000xg por 5 min. O
meio de cultivo foi removido e o sedimento, ressuspendido em 8 mL de solucao para

transformacao preparada no momento da transformacéo, composta por 10 mM DTT,
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10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM LiAc e 0,6 M sorbitol. Ao se ressuspenderem as
células nesta solucao, o volume total foi transferido para um unico tubo cénico e incu-
bado por 30 min a temperatura ambiente. Apos este periodo, as células foram coleta-
das novamente por centrifugacao a 2000xg, 4 °C por 5 min. A solugéo foi removida e
as células, lavadas gentilmente com solucédo 1 M sorbitol gelado e centrifugacéo, por
3 vezes, com ressuspensao em volumes decrescentes (25, 10 e 5 mL). Apés a ultima
lavagem, as células foram finalmente ressuspendidas em 200 pL de 1M sorbitol ge-
lado e mantidas em gelo até o uso.

Aproximadamente 80~90 pL de células eletrocompetentes foram misturadas
a 10 pug de DNA linearizado ressuspendido em >10 pL de agua. A mistura foi transfe-
rida para uma cubeta de eletroporacdo de 2 mm e incubada em gelo por 5 min. O
choque elétrico foi aplicado com os parametros de 1,5 kV, 25 pF e 200 Q (Gene Pulser
Xcell™ Electroporation Systems, Bio-Rad). Imediatamente ap6s o choque, adicionou-
se 1 mL de 1M sorbitol e as células foram transferidas para tubo estéril de 2 mL e
incubadas a 30 °C por 1 h sem agitacdo. ApGs este periodo, adicionou-se 1 mL de
YPD e as células foram incubadas por mais 2 h. Aliquotas de 100 a 200 pL foram
plagueadas em YPD agar contendo a marca de selecdo adequada (0,1 mg/mL de
zeocina ou 0,2 mg/mL higromicina). Adicionalmente, o volume restante da solucéo de
células transformadas foi centrifugado, ressuspendido em 100 pyL e plagueado em
YPD com agente de selecdo. Em algumas transformacdes as placas de selecao foram
preparadas com indicadores de pH que pudessem sinalizar a liberacdo de acidos
(APENDICE 5). As placas foram incubadas em estufa a 30 °C até o aparecimento de

colonias.

2.1.5 PCR de colbnia

A selecéo inicial de clones foi realizada por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando um fragmento de colénia como fonte do DNA molde. Para isso, uma
colbnia fresca foi coletada com o auxilio de um palito estéril e suspendida em 10 pL
de solucao 20 mM de NaOH filtrado. A solugéo foi aguecida a 95 °C por 5 min seguidos
por breve agitacdo em vortex. Um microlitro foi utilizado na reacdo de amplificacdo
(reacdo em cadeia da polimerase, PCR).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho estdo descritos no

APENDICE 2. A soluc&o de volume final de 20 pL foi composta por 1X de Tamp&o de
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DNA polimerase com 2 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 mg/mL de BSA, 1 uM
de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U da enzima Tag DNA polimerase e de 200
ng a 1 pg de DNA molde. As condi¢des programadas no termociclador foram de 95
°C por 5 min, seguidos de 35 ciclos de amplificacdo (95 °C/1 min, 55~61 °C/30 s, 72

°C/1 min) e extenséo final a 72 °C por 10 min.

2.1.6 Extragcdo de DNA gendmico de leveduras

O protocolo para extracdo do DNA genbémico de leveduras foi adaptado do
meétodo Bust'n’Grab (HARJU; FEDOSYUK; PETERSON, 2004). Uma coldnia fresca
foi inoculada em 10 mL de meio YPD e cultivada a 30 °C e 200 rpm. Apds o cresci-
mento, coletou-se 1,5 mL de cultura em um tubo de 2 mL, que foi submetido a centri-
fugacao por 5 min em velocidade maxima. O meio de cultivo foi descartado e o sedi-
mento, ressuspendido em 200 uL de tampé&o de lise (2% de Triton X-100, 1% de SDS,
100 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCI, pH 8, 1 mM de EDTA, pH 8) e agitado em vortex.
Para o choque térmico, o tubo foi incubado por 2 min no congelador a -80 °C, seguidos
de 1 min a 95 °C no banho-seco e agitacdo por 30 s no vortex. Este processo foi
repetido por 3 vezes. Em seguida, 200 pL de fenol-cloroféormio (1:1) foram adicionados
e a suspensdo, homogeneizada por agitacao em vortex durante 1 min. Centrifugou-se
entdo o tubo a temperatura ambiente e velocidade maxima por 3 min. Apos a centri-
fugacdo, a fase superior transltcida foi coletada (aproximadamente 200 L) e transfe-
rida para um novo tubo (1,5 mL) contendo 400 uL de 100% etanol gelado. Incubou-se
a solucédo em refrigerador a -20 °C por pelo menos 8 h. No dia seguinte, as amostras
foram centrifugadas a 20000xg e 4 °C por 30 min. Apés a remoc¢ao da solucdo, o DNA
precipitado foi lavado por 3 vezes por centrifugacdo em volumes de 700 pL de etanol
gelado a 70%. Apos a remocéao de todo o etanol da ultima lavagem, o DNA genémico
(DNAg) foi ressuspendido em agua deionizada (<50 pL) e quantificado por espectro-

fotometria (NanoDrop OneC®, Thermo Fisher Scientific).
2.1.7 Preservacéo de leveduras em glicerol
Clones foram preservados em solucéao de glicerol a 20% (v/v). Uma colonia

foi inoculada em 10 mL de YPD seletivo, que foram incubados a 30 °C e 200 rpm por

até 24h. Ap6s o crescimento, aliquotas de 1500 pL foram misturadas a 500 pL de
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solucéo de glicerol a 80% (v/v) e armazenadas em criotubos (2 mL) em congelador a
-80 °C.

2.1.8 Reciclagem da marca de selegéo

Com o objetivo em viabilizar a reutilizacdo de uma mesma marca de selecéo
na construcéo de cepas em K. phaffii, o cassete de resisténcia foi flanqueado por re-
gibes idénticas em repeticao direta (DR, direct repeats) para guiar a expulsao por re-
combina¢do homadloga interna desta regido. A contrasselecdo de clones baseou-se
na indugdo do promotor P.raz em ramnose, comandando a endorribonuclease MazF.

Assim, uma colénia de um clone previamente validado foi inoculada em 50 mL
de meio liquido YPD e cultivada por 36 h a 30 °C e 200 rpm. ApGs o crescimento
celular, uma aliquota de 1 mL foi retirada e inoculada em 50 mL de meio liquido rico
contendo ramnose como fonte de carbono (YPR, 1% extrato de levedura, 2% peptona,
2% ramnose). Apds o crescimento celular (48 h, 30 °C, 200 rpm), aliquotas da cultura
foram diluidas em agua destilada esterilizada (1:2) e plaqueadas por espalhamento
em placas de YPR agar, que foram incubadas em estufa a 30 °C até o aparecimento
de colénias. Aproximadamente 50 colbnias isoladas das placas de YPR foram repica-
das simultaneamente para placas de YPD agar com e sem a adi¢do de higromicina
(0,2 mg/mL), que foram incubadas a 30 °C. Os clones que cresceram apenas na placa
sem higromicina (Figura 8) foram coletados e investigados por PCR de col6nia utili-
zando os oligonucleotideos apropriados. Os clones que cresceram na placa com hi-

gromicina foram descartados.

< = )
il : 36h /o \ 48h
f"?/ 30°C 30°C
YPD ¢/ 200 rpm tjj 200rpm
) o YPD YPR YPR agar
higromicina
~48h
l 30°C
20
YPD com YPD sem
higromicina higromicina

Figura 8. Esquema demonstrando o processo de contrasselecdo para a reciclagem de marca de
resisténcia a higromicina.

Fonte: A autora (2023). icones provenientes do software Biorender. As coldnias em vermelho ilustram
os clones selecionados que cresceram apenas na auséncia de higromicina.
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2.2 CULTIVO DE CEPAS E QUANTIFICACAO DE METABOLITOS

2.2.1 Batelada em meio UAB com 6% de glicerol

Para a avaliacdo do crescimento e da producdo de metabdlitos, as cepas
GLpl e GLp2 foram testadas em cultivo em batelada seguindo os parametros de cul-
tivo definidos previamente para a cepa GLp (MELO et al., 2020). Para o cultivo em
biorreator, as cepas foram reativadas em YPD &gar com zeocina (0,1 mg/mL) e incu-
badas em estufa a 30 °C. Para preparar o meio UAB, foram pesados (g/L): 0,02 g de
cloreto de calcio dihidratado (CaClz 2 H20), 0,5 g de sulfato de magnésio heptahidra-
tado (MgSOa4 7 H20), 0,9 g de cloreto de potassio (KCI), 1,8 g de acido citrico (CeHsO7)
e 12,4 g de fosfato de amonio bibasico ((NH4)2HPOa4), todos dissolvidos em agua. Apos
a dissolucdo dos componentes e adi¢cdo do glicerol, o pH foi ajustado para 5,0 com
solucéo HCl a 3 M. O meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 min.

ApGs o resfriamento do meio, adicionaram-se 4,35 mL (volume referente a 1L
de UAB) de solucéo de elementos traco (PTM1). Para o preparo de PTM1 séo dissol-
vidos 6,0 g de sulfato cuprico penta-hidratado (CuSO4 5H20), 0,08 g de iodeto de
sédio (Kl), 3,0 g de sulfato de manganés mono-hidratado (MnSO4 H20), 0,2 g de mo-
libdato de sodio di-hidratado (Na2MoO4 2H20), 0,02 g de acido borico (HsBOs), 0,5 g
de cloreto de cobalto (CoCl2), 20,0 g de cloreto de zinco (ZnCl2), 65,0 g de sulfato
ferroso hepta-hidratado (FeSO4 7H20), 0,2 g de biotina e 5,0 mL de &cido sulfdrico
(H2S04) até um volume final de 1 L de 4gua. A solucgéo foi esterilizada por filtracao.

Para o preparo do pré-inéculo, uma colénia fresca foi inoculada em 100 mL
de meio UAB em frasco Erlenmeyer aletado (1 L) e incubada a 30 °C e 200 rpm. Desta
cultura, foi retirado um volume suficiente para o inéculo em biorreator, de forma que a
ODeoo inicial fosse aproximadamente 0,2 em de meio UAB. Duas dornas do biorreator
New Brunswick® Bioflo 115 (Eppendorf) foram utilizadas, de 1,3 L e 3 L, nas quais 0s
volumes maximos utilizados foram de 650 mL e 1 L, respectivamente. As condi¢des
foram mantidas a 30 °C, 2 vwvm e pH 5,0 tamponado com agua de amoénia a 3 M. A
agitacao foi ativada por cascata para manter a taxa de oxigénio dissolvido em 50% e

garantir que o0 processo ocorresse em aerobiose.
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2.2.2 Consumo de substrato e quantificacdo de metabdlitos

As amostras coletadas dos cultivos foram centrifugadas a 12.100xg por 5 min
em temperatura ambiente. Apods a centrifugagéo, o sobrenadante foi diluido cinco ve-
zes e filtrado usando um filtro de 0,22 um em frascos de 1,5 mL préprios para analise
de HPLC.

A quantificacéo seguiu o0 método descrito em trabalhos anteriores (LIMA et al.,
2016; MELO et al., 2018; 2020). A coluna de excluséo idnica Rezex ROA para acidos
organicos H+ 8% de estireno-divinilbenzeno sulfonado reticulado (SDVB) (300 x 7,8
mm, 00H-0138-K0, Phenomenex) equipada com a pré-coluna Security Guard Car-
tridge Kit (50 mm x 4 mm, KJ0-4282, Phenomenex) foi usada como fase estacionéria
para as analises em HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japao). Uma solu¢do de 5 mM H2SO4
foi usada como fase mével em modo isocratico a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min a
60 °C. As concentracfes de lactato, acetato e piruvato foram medidas pelo detector
UV/VIS a 210 nm (SPD-20A, Shimadzu, Kyoto, Japéo), e as concentracdes de glicerol,
arabitol e etanol foram medidas no detector de indice de refracdo (RID-10A, Shi-
madzu, Kyoto, Japdo). Curvas de calibragcdo com seis concentracfes decrescentes
foram feitas para a quantificacdo dos compostos analisados. As amostras foram ana-

lisadas usando o software Lab Solutions, versao 5.54 (Shimadzu, Kyoto, Japao).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAO DE TRANSFORMANTES E CONFIRMACAO DE CEPAS

A construcéo de linhagens teve inicio com a transformacao da cepa GLp utili-
zando o cassete 1-gpo (Figura 7) a fim de gerar a cepa GLpl. Apenas duas colbnias
foram recuperadas da placa de transformacdo a qual a cultura concentrada foi pla-
gueada. N&o houve crescimento nas placas em que foram plaqueados 100 pL de cul-
tura. Contudo, é importante ressaltar que nesta primeira transformacao, o método uti-
lizado para preparar as células eletrocompetentes foi adaptado de Scorer et al. 1994
(SCORER et al., 1994), em que as células sédo lavadas em solucéo de sorbitol a 1 M.
Além disso, a preparacdo do plasmideo utilizado foi proveniente de transformacgéo
bacteriana convencional e ndo por reacdo de RCA. Apos verificar os desafios na ob-
tencdo de clones transformados de K. phaffii, 0 método de Wu e Letchworth (2004),
que envolve o pré-tratamento das células com acetato de litio e DDT, passou a ser
utilizado. Além disso, 0 material genético passou a ser amplificado por RCA, resul-
tando em concentragdes elevadas (>10 pg) de material genético para as transforma-
coes.

Porém, dois clones da primeira transformacao tiveram o DNAg extraido para
confirmagé&o por PCR (Figura 9). Na Figura 9 A, é possivel observar a amplificacéo de
949 pb resultante da reagdo com os oligos GPOF e GPOR que se anelam no gene
GPO presente no cassete. Nesta reacédo, o plasmideo foi utilizado como controle po-
sitivo e o DNA genbmico da levedura ndo transformada, como controle negativo. Na
segunda reacdao, os oligos DR-3'GPD1F e PFD1R foram utilizados para a confirmacéo
da integracao no locus. O oligo DR-3'GPD1F se anela em uma regido sintética locali-
zada entre o final da sequéncia DR e o inicio da regiao 3'GPD1. Esta regidao nao é
nativa do genoma de K. phaffii. Ja o o ligo PFD1R se anela na regido a montante do
locus no DNA nativo. Assim, a amplificacdo ocorrera apenas nos casos em que houver
integracéo no locus do gene GPD1 (Figura 9, B) e, portanto, o DNAg da levedura nao
transformada foi usado como controle negativo da reacao. Desta forma, os dois clones
recuperados foram confirmados e cultivados para criopreservagao em glicerol (20%)
a-80 °C.
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36 pb

8
DR-3'GPD1F | \\ PFD1R
|

\
A\

LRA3 [zl RPS25A MDH3 [HygR| TDH3 [DR {ISIGPDN
1-gpo (8689 pb)

Figura 9. Confirmacé&o da construcéo da cepa GLp1

Legenda: A. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacéo de 949 pb de GPO. Controles: (+) plasmi-
deo, (-) DNAg cepa parental. B. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo de 836 pb que confirma
a integracdo do cassete no locus de GPD1. Controle positivo: DNAg cepa parental. Marcador: 1 kb
ladder plus (M1191) Sinapse Biotecnologia.

A cepa GLp2 possui modificagdes similares as da cepa GLp1, diferenciando-
se apenas pela adicdo do gene da catalase de N. crassa sob o comando do promotor
Ppck1 nativo de K. phaffii. Os oligos qCAT1F e qCAT1R, inicialmente idealizados para
gPCR, foram utilizados para a amplificacdo de 100 pb do gene NcCAT1 (Figura 10,
A). Apesar da banda inespecifica presente na parte inferior do gel, que pode ser re-
sultado da formacé&o dimeros de oligos ou do excesso de reagentes da reacao, é pos-
sivel diferencia-la do amplicon de 100 pb ao se comparar o perfil eletroforético com os
controles positivo (plasmideo) e negativo (DNAg da cepa parental), como destacado
na Figura 10. A partir da otimizag&do do método de transformacédo, como citado acima,
aproximadamente 60 colbnias foram repicadas da placa de transformacao para nova
placa de YPD &gar, da qual clones foram selecionados aleatoriamente para a PCR de
colonia. Outros clones, além de passar pela PCR de colbnia, tiveram seu DNAg extra-
ido para fins de comparacdo. A Figura 10 estdo apresentados trés géis de agarose
referentes as rodadas de reacdes para confirmacdo da presenca dos cassetes intro-
duzidos. Em cada gel foram aplicadas amostras provenientes de PCR de col6nia e de
DNAg.
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PCR de col6nia DNAg PCR de colbnia DNAg

949 pb

GPOF / { GPOR . 836pb .

DR-3'GPD1F | \ PFD1R

TDH3 ['DR NSIGPDAN

TEF ['GPO"" RPS3 DR LRA3 [iMazEll RPS25A

2-gpo_cat (11659 pb)

Figura 10.Confirmacé&o da cepa GLp2

Legenda: A. Gel de agarose (0,8%) mostrando a amplificagdo de NcCAT1. Controle positivo: plasmideo. Controle negativo: DNAg da cepa néo transformada.
A linha tracejada em vermelho separa a amplificacdo de 100 pb da regido de dimeros. B. Gel de agarose (1%) que confirma a amplificacdo de GPO. Nesta
reacdo s6 ocorreu amplificacdo de amostras de DNAg. Controle positivo: DNAg de GLpl. C. Gel de agarose (1%) que confirma a integracdo do cassete no
locus de GPD1. Controles positivos: (a) DNAg de GLp1; (b) PCR de colénia de GLp1. O rastro pode indicar degrada¢do do DNAg do transformante 2. Marcador:
1 kb ladder plus (M1191) Sinapse Biotecnologia.
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Dentre as 60 coldnias repicadas, 26 foram avaliadas. Os transformantes 1, 3
e 16 amplificaram fragmentos que confirmaram o genotipo da cepa GLp2 (Figura 10).
Contudo, € importante ressaltar que o método de PCR de colbénia pode nao ser repro-
dutivel.

Ao todo, quatro métodos de PCR de colbnia de leveduras foram testados du-
rante a confirmacédo de cepas de K. phaffii neste trabalho, e 0 método descrito aqui foi
escolhido por apresentar eficacia (Figura 10C — transformantes 1 e 3), ser rapido, sim-
ples, além de nado requerer o uso de enzimas liticas (por exemplo, liticase). Porém,
deve-se levar em conta que resultados de falso negativo podem ocorrer, e, portanto,
a utilizacao de um controle positivo nestes casos se faz essencial. O transformante 16

foi selecionado e cultivado para criopreservagéo em glicerol (20%) a -80 °C.

3.1.1 Reciclagem da marca de selecao

Apbs a confirmacao de transformantes de GLpl e GLp2, ambas as linhagens
foram submetidas ao processo de reciclagem da marca de selecdo. As regides de
selecdo e contrasselecdo dos cassetes usados para gerar GLpl e GLp2 séo iguais,
e, portanto, a confirmacéo por PCR se deu da mesma maneira. Um clone confirmado
de GLpl foi cultivado durante 36 h em YPD. Neste periodo, espera-se que alguns
individuos percam o cassete de selecao e contrasselecao pelo processo de recombi-
nacao homologa, que ocorre estocasticamente.

Uma aliquota foi passada para meio YPR, contento 2% de ramnose, e incu-
bada por um periodo maior, visto que K. phaffii apresenta crescimento mais lento em
ramnose comparado ao crescimento em glicose (LIU et al., 2016). Esta cultura foi
plagueada por espalhamento em YPR &gar (Figura 11A) e, apds o crescimento, 46
colénias isoladas foram repicadas simultaneamente em placas com YPD com e sem
a adicao de higromicina (0,2 mg/mL) e incubadas por 72 h (Figura 11B) O transfor-
mante original, resistente a higromicina, foi plaqueado como controle positivo e a cepa
GLp, como controle negativo.

Os clones que apresentaram crescimento na placa contendo higromicina,
como indicado pelas setas em vermelho na Figura 11B, foram descartados. Cinco
clones foram selecionados da placa sem higromicina para confirmar a excisdo da

marca de selecéo por PCR.
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Figura 11. Placas de cultivos em meio contendo 2% ramnose (A) e 2% glicose (B) para a con-
trasselecdo de clones parareciclagem da marca HygR.

Na reacdo de confirmacdo de PCR foram utilizados os oligos RPS3F e DR1-
GPDI1R, que se anelam ao terminador RPS3tt do cassete de GPO e ao final do cas-
sete, entre a segunda regido DR e o brago de homologia 3’ GPD1, respectivamente
(Figura 12A). Caso a marca de selecdo tenha sido removida, como esperado pela
selecdo em ramnose, a amplificagdo ir4 gerar um amplicon de 638 pb (Figura 12B).

Os cinco clones selecionados randomicamente apresentaram amplificacéo de
638 pb. Além disso, as confirmacdes de GPO e interrupcao de GPD1 foram repetidas
apos a excisdo. Os clones selecionados criopreservados em glicerol (20%) a -80 °C.

O mesmo procedimento foi repetido para clones GLp2.

] 4713 pb .
k |
RPS3F! 'DR1-GPD1R

.
A ESIGPDHN TEF  ['GPO! RPS3 * LRA3 [WfazFll RPS25A MDH3  [THygR! TDH3 (DR NSIGRDTN
/

R N s

RPS3F | DR1-GPDIR

; .
B WSIGEDAN TEF [GPO! RPS3 DR ISIGRDAN

Figura 12. Confirmacé&o da reciclagem da marca de resisténcia em GLpl

Legenda: Cassete 1-gpo antes (A) e ap0ds (B) a reciclagem de marca. Gel de agarose (1%) mostrando
a amplificacdo de 638 pb nos clones 1-5. Marcador: 1 kb ladder plus (M1191) Sinapse Biotecnologia.

A reciclagem da marca de sele¢do foi importante para viabilizar maltiplas mo-
dificacfes durante o processo de engenharia genética de cepas. As marcas de sele-
cao que conferem resisténcia a drogas séo classificadas como dominantes, que em

K. phaffii sdo limitadas aos genes de resisténcia a geneticina-G418 (Tn903kan),
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zeocina (Sh ble de Streptoalloteichus hindustanus), higromicina B (hph de Klebsiella
pneumoniae), blasticidina S (blasticidina S-desaminase de Aspergillus terreus) e nou-
rseotricina (nourseotricina acetil-transferase de Streptomyces noursei) (LIN-CE-
REGHINO et al., 2008; YANG et al., 2014). Em contrapartida, a expressao de diversos
genes de resisténcia pode resultar em uma sobrecarga da fisiologia de leveduras,
além de apresentar o risco de contaminacao ambiental (PIVA, 2015).

As técnicas desenvolvidas para a reciclagem de marcas de sele¢do em leve-
duras sdo baseadas na expressédo de enzimas recombinases, como Cre-loxP ou Flp-
FRT, ou na utilizacédo de repeti¢cdes diretas que possam guiar a recombinacédo homo-
loga (PIVA, 2015). O sistema de recombinacdo Cre-loxP foi validado em K. phaffii
utilizando o promotor nativo induzivel por metanol, o Paox:. NoO entanto, a recombina-
¢cédo mediada por Cre-lox pode deixar “cicatrizes” no genoma a cada reciclagem, po-
dendo resultar em novos eventos de recombinacao entre o loxP recém-introduzido e
o antigo loxP da construcédo anterior (LI et al., 2017), embora este problema possa ser
mitigado pelo uso de sitios loxP imperfeitos (ALBERT et al., 1995).

Ja4 o método de reciclagem baseado na utilizacdo de repeticdes diretas foi
utilizado para expressar a marca de contrasselecdo MazF também sob o comando do
promotor Paoxi, mostrando ser uma ferramenta que permite maltiplas modificagfes
(YANG; JIANG; YANG, 2009). A expressao de mazF sob Paox1 mediado por repeti-
¢cOes de homologia foi utilizada na construcédo de cepas de K. phaffii indicando a fun-
cionalidade desta estratégia (ZHANG et al., 2022).

Sabendo que o Paox1 € uma importante ferramenta para construcdo de cepas
em K. phaffii por ser fortemente induzido na presenca de metanol, optamos por pre-
servar este promotor e escolhnemos o promotor induzido por ramnose, PLras, para ex-
pressar mazF, como ja foi previamente demonstrado por Jiao e colaboradores (JIAO
et al., 2019).

3.2 CULTIVO EM BIORREATOR

As linhagens provenientes GLpl e GLp2 foram cultivadas em biorreator para
avaliacao dos efeitos da substituicdo da enzima Gpd1 por Gpo (GLpl e 2) na producéo
de &cido latico em aerobiose. As curvas de crescimento, consumo de glicerol e pro-
ducéo de acido latico do cultivo das cepas GLpl e GLp2 em batelada em UAB (6%

glicerol) estdo apresentadas na Figura 13.
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Figura 13. Consumo de glicerol, producéo de lactato e crescimento celular das cepas GLpl e
GLp2 em aerobiose com 6% glicerol em batelada.

Legenda: (quadrado azul): consumo de glicerol (g/L); (circulo rosa): crescimento celular (ODsoo); (tridn-
gulo verde): producéo de lactato (g/L). Os gréficos representam a média de duplicatas.

A partir dos dados indicados na Figura 13, os parametros cinéticos foram cal-
culados, como a velocidade especifica de crescimento (i h't), o rendimento de subs-
trato em biomassa (Yxs) e o rendimento de substrato em acido latico (Yrss). Os para-
metros calculados para as cepas GLpl e GLp2 estdo indicados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros cinéticos das cepas GLp1 e GLp2

Tempo de cultivo

Cepa (h) p(ht) Yxis Yeis
GLp1 72 0,158 £ 0,019 0,264 + 0,049 0,004 £ 0,000
GLp2 90 0,090 + 0,027 0,459 + 0,056 0,003 £+ 0,002

Os dados indicaram que as cepas GLpl e GLp2 nao foram capazes de pro-
duzir acido latico, resultando em um total de 0,3 g/L e 0,1 g/L, respectivamente; ao
passo que a cepa parental, GLp, produz aproximadamente ~ 10 g/L quando cultivada
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nas mesmas condicdes (6% de glicerol) (MELO et al., 2020). Até o momento, ndo ha
relatos na literatura da expressao heterdloga da enzima Gpo (glicerol-3-fosfato oxi-
dase) de A. viridans em leveduras. Gpo catalisa a reacdo G3P/DHAP ao reduzir uma
molécula de oxigénio molecular em peréxido de hidrogénio. Esta caracteristica pode
resultar em um aumento na demanda por oxigénio molecular no citosol, enquanto que
o peroxido de hidrogénio contribui na geracéo de estresse oxidativo celular. Em con-
junto, estas condicdes poderiam ser a razéo pela qual ambas as linhagens com inter-
rupcao de GPD1 apresentaram tempo de adaptacao no biorreator superior a 20 h.

No entanto, o efeito do peréxido de hidrogénio poderia ser atenuado na cepa
GLp2, visto que expressa o gene da enzima catalase (NcCCAT1) no citosol. Porém, a
cepa GLp2 apresentou menor velocidade especifica de crescimento (u: 0,090 + 0,027
h-1) e menor rendimento de producgéo de lactato (Yris 0,003 + 0,002) quando compa-
rada a cepa sem a catalase citosolica (GLpl) (Tabela 5). Isto pode indicar que, bem
como a expressao de GPO, a expressao da enzima catalase no citosol impds dificul-
dades para a levedura.

A interrupcao de GPD (Gpd1/Gpd?2) ja foi descrita em cepas da levedura S.
cerevisiae na producao de &cido latico (KONG et al., 2019). Porém, esta estratégia &
utilizada com o intuito de reduzir a producédo de glicerol, um coproduto recorrente do
metabolismo fermentativo de S. cerevisiae (KIM et al., 2019b). Na construcéo da li-
nhagem S. cerevisiae SP2, a interrupc¢ao dos genes PDC1, CYB2, GPD1 para atenuar
a producao de etanol, evitar a degradacao de lactato e evitar a formacao de glicerol,
respectivamente, foram obtidas pela integracdo do gene LDH de P. sinensis. O cultivo
da cepa SP2 em frascos utilizando resultou producao de 35 g/L de acido latico, con-
tudo a cepa ndo dependia da via de metabolizacdo de glicerol, jA que o processo
baseou-se em glicose (80 g/L) (KONG et al., 2019). Desta maneira, para S. cerevisiae
a delecdo de GPD aliada a outras estratégias foi benéfica para a producao de acido
latico. Em contrapartida, a auséncia da atividade de Gpd pode resultar na geracao de
cepas sensiveis ao estresse osmotico e na reducao da taxa especifica de crescimento
(ANSELL et al., 1997).
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4 CONCLUSAO

Nesta etapa do trabalho foi possivel selecionar os métodos mais adequados
para a geracdo do material genético para transformacao utilizando RCA (APENDICE
3), definir o método de transformacéo de K. phaffii e verificar a eficacia do método
utilizado para a reciclagem de marca utilizando o promotor P ra3 € 0 gene da endori-
bonuclease MazF.

Contudo, sera discutido adiante no segundo capitulo que vérias cepas desen-
volvidas neste trabalho perderam o cassete que expressa a LDH, responsavel pela
producao de acido latico. Assim, os resultados obtidos dos cultivos das cepas GLpl e
GLp2 nao sao suficientes para concluir a ineficicia da estratégia de delecéo de GPD1
e insercéo de GPO.

A insercdo de GPO, uma enzima da classe das oxidases (O2), requer que o
processo de producdo de acido latico nas cepas GLpl e GLp2 seja conduzido em
aerobiose. Porém, em aerobiose o glicerol é majoritariamente utilizado para a forma-
cdo de biomassa, visto que o metabolismo fermentativo em K. phaffii sé € induzido em
hipoxia. Assim, a delecdo de GPD1 com insercdo de GPO foi pensada como estraté-
gia complementar a estratégia descrita no segundo capitulo, a qual consiste em redu-

zir os efeitos da respiracao celular em aerobiose.
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SEGUNDO CAPITULO: DELECAO DE MPC1

Parte dos resultados deste capitulo foi publicada na revista na revista Micro-
organisms (IF 4,926), volume 11, n. 2, p. 483. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/2076-2607/11/2/483

1 INTRODUCAO

O acido latico € o produto final do metabolismo de carboidratos em que o pi-
ruvato € utilizado como substrato para a enzima lactato desidrogenase (LDH). Por-
tanto, por depender da concentracdo citosolica de piruvato, diversas estratégias re-
gistradas na literatura consistem em evitar o desvio de piruvato para a formacéo de
coprodutos. Em fungos e leveduras, esta estratégia pode ser obtida pelo nocaute de
genes das isoformas da enzima piruvato descarboxilase (Pdc) e da enzima alcool-
desidrogenase (Adh) para evitar que o piruvato seja utilizado na formacéo de acetato
e etanol durante o metabolismo fermentativo. A delecdo combinada de PDC e ADH
para a producao de acido latico foi reportada na construcéo de cepas em S. cerevisiae
(BAEK et al., 2016; SONG et al., 2016; YAMADA et al., 2017) e Kluyveromyces marx-
ianus (BAE et al., 2018). A delecdo de PDC é uma das estratégias mais reportada
para a producao de &cido latico em hipéxia (Tabela 1).

Em aerobiose, o piruvato pode ser direcionado do citosol para as mitocondrias
para servir como substrato da respiracao celular. Portanto, a inibicdo da captacéo de
piruvato pelas mitocéndrias € um fator a ser considerado em processos aerébicos em
que se utilizem leveduras com metabolismo Crabtree negativo, como é o caso de K.
phaffii. O piruvato citosolico resultante da glicélise atravessa a membrana mitocondrial
externa através das porinas, e é entdo transportado através da membrana interna por
um transportador formado por um hétero-complexo nomeado transportador mitocon-
drial de piruvato (Mpc) (BENDER; MARTINOU, 2016). Este transportador & conser-
vado em mamiferos, Drosophila e leveduras, podendo ser formado pelas combina-
¢Oes de subunidades Mpcl/Mpc2 ou Mpcl/Mpc3 (BRICKER et al., 2012; HERZIG et
al., 2012), sendo a porgédo Mpcl indispensavel (BENDER; MARTINOU, 2016).

As estratégias delineadas no primeiro capitulo séo favorecidas pelo cultivo em
aerobiose para atender a enzima glicerol-3-fosfato oxidase (GPO). A delecdo do gene

MPC1 pode favorecer a produgédo de &cido latico nestas cepas ao reter piruvato no
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citosol em razdo do bloqueio do transportador Mpc. Em A. oryzae, a delecdo de
MPCA, ortélogo de Mpcl de S. cerevisiae, resultou em um aumento de aproximada-
mente 30% em relagcédo a cepa selvagem. A cepa com delecao de PDC e MPC com a
expressdo da LDH bovina resultou na producgéao de 81,2 g/L a partir de 100 g/L de
glicose (ZHANG et al., 2020a).

Esta estratégia se mostrou viavel em um teste de conceito em K. phaffii. Varias
drogas descritas na literatura possuem a capacidade de bloquear a atividade de Mpc,
entre eles o composto acido 2-ciano-3-(1-fenil-1H-indol-3-il)-2-propendico, comercial-
mente conhecido por UK-5099 (Sigma-Aldrich) (HALESTRAP, 1975). Em uma prova
de conceito realizado por Melo (2021), a adicdo de UK-5099 apds 15 h do cultivo da
cepa GLp em batelada resultou em um aumento de aproximadamente 5-vezes na
producéo de acido latico (MELO, 2021).

Apesar de as estratégias terem sido idealizadas para o cultivo em aerobiose,
0 oxigénio molecular é pouco soluvel em solucdo aquosa, o que pode resultar em uma
hipoxia funcional em cultivos em grandes volumes. Além disso, a expressao de Gpo,
descrita no primeiro capitulo, pode aumentar a demanda por oxigénio nas novas ce-
pas geradas. Como estratégia complementar, a delecdo de MPCL1 seré realizada pela
integracdo do cassete que expressa o0 gene na hemoglobina de Vitreoscilla stercoraria
(vhb). Estudos anteriores demonstraram que a expressao do gene vhb em K. phaffii
melhorou a produtividade da expressao heterdloga de proteinas (CHEN et al., 2007;
WANG; LI; LIU, 2016). Contudo, sabendo que a sintese de hemoglobina irA demandar
energia das células, que ja possuem outras modificacdes, o gene vhb com otimizacéo
de cdédons para K. phaffii sera clonado sob o promotor alcool desidrogenase 2 (PapH2)
de Scheffersomyces stipitis induzivel por baixas concentragdes de oxigénio (CHIEN;
LEE, 2005). Desta forma, a sintese de hemoglobina ocorrera apenas quando houver

demanda intracelular por oxigénio, como descrito em trabalho por Chien e Lee (2005).
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1.1 OBJETIVOS

Minimizar a utilizacdo do piruvato para a respiragao celular durante a produ-

cdo de acido latico em aerobiose pela delecdo do gene MPC1.

a) Expressar o cassete que expressa o0 gene vhb de Vitreoscilla stercoraria
sob o comando do promotor Paph2 de S. stiptis induzivel por hipoxia em
cepas produtoras de &cido latico (XL e GLp), concomitante ao nocaute
do gene MPC1,

b) Avaliar o fenotipo de cepas nocaute para Mpc1;

c) Avaliar a producgéo de acido latico em cepas deficientes de Mpcl em

batelada em aerobiose.
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2 MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada na transformagéo, confirmacédo por PCR, reciclagem
da marca de selecao, cultivo em biorreator e deteccdo de metabdlitos em HPLC esta

descrita no Capitulo 1. Os métodos especificos a este capitulo estdo descritos abaixo.
2.1 CONSTRUCAO DE CEPAS
Como genes MPCs nao foram anotados no genoma de K. phaffii, foi feita uma

busca no NCBI utiizando a ferramenta de alinhamento BLASTp

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) utilizando a sequéncia ano-

tada de S. cerevisiae. A busca revelou uma ORF de 387 pb no cromossomo 1 para a
proteina hipotética em K. phaffii com sob o nimero de acesso XM_002490794.1. O
alvo determinado para a interrupcao da atividade do transportador Mpc foi a subuni-
dade 1 (Mpcl), visto que estudos relatam ser a unidade essencial para a formagéo do
complexo (Bender et al., 2015; Bender e Martinou, 2016).

O cassete para a delecdo de MPCL1 possui 700 pb da regido 3' UTR da fita
lider logo antes do final do gene (PAS_FragB 0028) e 700 pb da regido 5’ UTR antes
do codon de inicio de MPC1 (PAS_FragB_0030) para guiar a recombinacao homologa
(Figura 14). Além da regido destinada a selegéo e contrassele¢éo, descrita em deta-
lhes no capitulo 1, o cassete carrega o gene na hemoglobina de V. stercoraria (vhb)
com otimizacdo de cbédons para K. phaffii sob o promotor &lcool desidrogenase 2

(PapH2) de S. stipitis. O cassete foi sintetizado por GenScript (Piscataway, NJ, EUA).

A. mpc-vhb (7542 pb)

3 UTR Puapy  VHb ADH2| DR Pigag MaZF RPS25A Pyoys HygR o0 | DR 5 UTR

5’ ’ = - ’ 3:
- PAS_FragB_0028 = PAS_FragB_0030 p—

MPC1

543 bp
Cromossomo 1

Figura 14. Cassete para delecdo do gene MPC1 em K. phaffii
Fonte: A autora (2023). As setas tracejadas indicam os sitios de recombinacdo homéloga pre-
sentes na fita lider do cromossomo 1 de K. phaffii.
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Duas cepas de K. phaffii foram transformadas com o cassete para a delecdo
de MPC1, XL (LIMA et al., 2016) e GLp (MELO et al., 2018). As cepas derivadas assim
como 0s materiais genéticos utilizados estdo resumidos na Tabela 6 e 7.

Tabela 6. Plasmideos utilizados no segundo capitulo

Plasmideos Utilizacao Referéncia
mpc-VHb Delecéo do gene que expressa o transportador mitocon-
drial de piruvato (MPC1) pela insercao do gene VHb
(hemoglobina de Vitreoscilla stercoraria) sob o comando Este trabalho
do promotor Paprz de S. stipitis.
pGAP-LDH Integracdo do gene da LDH no locus GAP de K. phaffii.

Foram construidos 4 plasmideos que expressam as

Acervo pessoal

LDHs de B. taurus, L. plantarum, L. casei e L. helveti- (Integra)
CUS.
Tabela 7. Cepas utilizadas no segundo capitulo
Cepas Genobtipo Referéncia
XL X-33: pGAP-BtLDH Lima et al., 2016
GLp GS115: pGAP-BtLDH Apdcl HIS4 Melo et al., 2018
XLm XL: Ampc1
XLm1l XLm: gpd1l::gpo HygR
XLm2 XLm: gpd1::gpo NcCAT1 HygR Este trabalho
XLm1 hyg- XLm: gpd1::gpo
XLm2 hyg- XLm: gpdl::gpo NcCAT1
XmBt Xm* + pGAP-LDHBt
XmLp Xm* + pGAP-LDHLp
XmLc Xm* + pGAP-LDHLc Este trabalho
XmLh Xm* + pGAP-LDHLh
GLpm GLp: gpdl::gpo HygR Este trabalho

Fonte: A autora (2023). *Reinser¢do da enzima LDH no sitio de integracdo GAP.

2.1.1 PCR quantitativa

O RNA total foi extraido de algumas amostras coletadas durante o cultivo em

biorreator para avaliar a expressao relativa do gene vhb. As amostras foram centrifu-

gadas para a remocao completa do meio de cultivo. O RNA total foi extraido e tratado
com DNase | usando o Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
Um total de 250 ng de RNA foi submetido a transcrigéo reversa utilizando o kit GoS-

cript™ Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, EUA). Os cDNAs foram dilui-

dos com agua livre de nuclease e amplificados por PCR utilizando o mix de reacdo
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Forget-Me-Not™ EvaGreen® qPCR Master Mix (Low ROX) (Biotium, Fremont, CA,
EUA) no sistema 7500 Fast Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific). A expressao
de vhb em amostras de GLpm foi analisada em triplicata usando o gene ACT1 de K.
phaffii como controle constitutivo. Os iniciadores utilizados estéo listados a Tabela 1 e
suas sequéncias, no APENDICE 2. A quantificacéo relativa (RQ) da hemoglobina bac-
teriana (vhb, Figura 15) foi calculada usando o método —AAC: no Software 7500 v2.3

(ThermoFisher Scientific).

2.1.1.1 Extracdo de RNA total utilizando FAE

Apesar de o RNA total utilizado neste protocolo ter sido proveniente da extra-
cdo com sistema comercial, outro método para extracdo de RNA demonstrou eficacia
em K. phaffii, 0 método de extracdo com a solucéo de 98% formamida e 10 mM EDTA
(FAE) descrito para S. cerevisiae (SHEDLOVSKIY; SHCHERBIK; PESTOV, 2017).
Neste método, uma aliquota da cultura referente a uma unidade de ODsoo (Ex. 500 pL
x 2 ODsoo = 1 unidade) foi centrifugada a 15000 rpm por 30 s. ApGs a remogao com-
pleta do meio de cultivo, 30 a 40 yL de solucdo FAE foram utilizados para ressuspen-
der as células. As amostras foram incubadas a 70 °C por 10 min em termobloco. Apés
o periodo de incubacéo, as amostras foram centrifugadas 15000 rpm por 2 min. Apro-

ximadamente 2/3 do volume foram coletados e armazenados em novo tubo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CEPAS CONSTRUIDAS EM XL

ApoOs sucessivas tentativas malogradas em transformar a cepa GLp com o
cassete de delecdo de MPC1, a cepa XL foi selecionada por possuir o gene PDC1
intacto. A cepa XL foi a primeira cepa de K. phaffii construida a partir da integragéo do
gene BtLDH sob o comando do promotor Peap na cepa selvagem X-33 (LIMA et al.,
2016). Assim, seria possivel verificar se o0 insucesso da transformacao esta relacio-
nado a algum defeito no cassete ou na impossibilidade de gerar uma cepa deficiente
de PDC1/MPC1.

Os clones recuperados da placa de transformacéo de XL foram verificados
inicialmente para a presenca do cassete mpc-VHb com os oligos ADH2-DR2F e
pPLRA3R, que se anelam respectivamente ao terminador ADH2tt do cassete que ex-
pressa vhb e ao promotor P_ras do cassete de contrasselegao (Figura 15). Esta reagao
resulta em um amplicon de 870 pb, o que resultou na selecdo de 4 transformantes
(13,15, 22 e 24) (Figura 15A).

Porém, na reacdo de PCR com os oligos MPC1F e MPC1R, que se anelam
respectivamente nas regides 3'MPC1 e 5MPC1, houve amplificacdo do gene intacto
(543 pb) nos clones 13 e 15 (Figura 15B). J4 nos transformantes 22 e 24 a auséncia
de amplificacdo sugere a correta inser¢cao no locus de MPC1, visto que a insergéo
resultaria em uma amplificacéo de 6298 pb, a qual ndo ocorre nas condi¢cées adotadas
e pela enzima DNA polimerase utilizada. Portanto, os dois transformantes, 22 e 24,

foram selecionados como sendo da linhagem XLm.



65

A
MPC1F 871 pb MPC1R
ADH2-DR2F PLRA3R

3'MPC1 ADH2 VHb ADH2[ DR LRA3 _mazFWRPS25 MDH3 HygR TDH3 DR 5 MPC1

Figura 15. Confirmacé&o da construcdo da cepa XLm

Legenda: A. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo de 871 pb que confirma a presenca do
cassete nos transformantes. Controle positivo: plasmideo mpc-vhb. B. Gel de agarose (1%) mostrando
a amplificacdo de 543 pb que indica 0 gene MPCL1 intacto. Controle positivo: DNAg cepa parental.
Marcador: 1 kb ladder plus (M1191) Sinapse Biotecnologia.

Os clones confirmados de XLm, 22 e 24, foram submetidos ao processo de
reciclagem de marca seguindo a metodologia detalhada no Capitulo 1 para permitir a
transformacao de XLm com os cassetes de delecdo de GPD1 que também utilizam o
gene HygR. As regifes sintéticas para homologia interna (DR) dos cassetes mpcl-vhb
sao diferentes das regides DR em 1-gpo e 2-gpo-cat, pois a cicatriz deixada pelo pro-
cesso de excisdo poderia ocasionar eventos de recombina¢do homologa indesejados.

Apoés a contrasselecdo em ramnose e selecdo em YPD agar com e sem hi-
gromicina (Capitulo 1), foram selecionados aleatoriamente dois clones provenientes
de XLm-22 e trés de XLm-24 para confirmacdo da excisdo por PCR com os oligos
ADH2-DR2F e MPC1R como ilustrado na Figura 16. Os oligos se anelam ao termina-

dor ADH2tt do cassete de expressdo de vhb (Figura 16, ADH2tt) e ao braco de
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homologia 5’MPC1. A reacao funcionara apenas se a reciclagem tiver ocorrido, ge-

rando um amplicon de 659 pb.

Antes da excisdo

4734 pb

ADH2—DR2F" ‘MPC1R 14 31 22 41
! 1

A | 3@MPC1 ADH2  VHb ADH2 BRI LRA3 mazF| RPS25A MDH3 [ HygR' TDH3 DR 5 MPc1

Apos a excisao
659 pb
ADH2-DR2F | " MPC1R

B | 3MPC1 ADH2 VHb AD'HZ\ DR 5 MPC1

Figura 16. Reciclagem da marca de sele¢cdo em XLm apds a transformagé@o com o cassete para
delecdo de MPC1

Legenda: A. Cassete mpc-vhb antes da reciclagem de marca. B. Cassete mpc-vhb apés a reciclagem
de marca. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo com os oligos que confirmam a perda do
cassete de selecdo e contrasselecdo. Os clones 6 e 14 sdo derivados de XLm-22 e os clones 31,22,41
e 51, de XLm-24. Marcador: 1 kb ladder plus (M1191), Sinapse Biotecnologia.

O clone 51 da cepa XLm hyg- foi selecionado para as transformacfes com os
cassetes 1-gpo e 2-gpo_cat para a construcéo das cepas XLm1l e XLm2, respectiva-
mente. Apo6s 4 dias de incubacdo das placas de transformacao, foram repicados 54
clones da transformacdo com 1-gpo e apenas 3 clones da transformacdo com 2-
gpo_cat. A confirmacéo da integracéo dos cassetes no locus de GPD1 (DR-3'GPD1F
e PFD1R) e a integracédo de GPO (GPOF e GPOR) se deu de forma similar a constru-
cdo das cepas GLpl e GLp2 (Secao 3.1, Cap. 1). Os oligonucleotideos GPOF e GPOR
amplificam 949 pb do gene GPO (Figura 17A). Na segunda reacao para confirmar a
insercao no locus, DR-3’'GPD1F se anela na regiao interna do cassete, enquanto o
oligonucleotideo PFD1R se anela a jusante da regido de recombinacédo, gerando um

amplicon de 836 pb nos transformantes (Figura 17B).
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A B
C+ XLml XLm2 Xlml XLm2 C+

A B

+ 949pb . , , 836pb
GPOF ! ' GPOR DR-3 GPD‘IFI/

_ 7 (. 1
FSIGRDIN TEF (GPOI

Figura 17. Construcéo das cepas XLm1 e XLm2

“PFD1R

\

Legenda: Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo de 949 pb de GPO (A). C+: Plasmideo. A
amplificacéo de 836 pb (B) que confirma a interrupcédo de GPD1. C+: DNAg cepa selvagem (GS115).
Marcador: 1 kb ladder plus (M1191) Sinapse Biotecnologia.

A partir da integracédo dos cassetes de delecdo de GPD1 para a construcao
de XLml1 e XLmz2, as linhagens ficam novamente resistentes a higromicina. Como
citado anteriormente, as regides DR sao distintas entre os cassetes para permitir as
sucessivas reciclagens. E desta forma, as cepas XLm1l e XLm2 também passaram
pelo processo de reciclagem de marca como ja descrito em outras cepas.

A Figura 18 apresenta os dois géis que confirmam os dois eventos de recicla-
gem de marca durante a constru¢do de XLm1 (1-3) XLm2 (4-6). A Figura 18A, a am-
plificacdo de 637 pb resulta da reacdo com os oligonucleotideos RPS3F e DR1-
GPDI1R presente nos dois cassetes de delecdo de GPD1. A reacdo com os oligonu-
cleotideos ADH2-DR2F e MPC1R amplifica 659 pb apés a reciclagem no cassete mpc-
vhb.
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1000

700
500

Figura 18. Confirmac&o da reciclagem da marca de selecdo em XLm ap6s a transformacgdo com
0s cassetes para delecdo de GPD1

Legenda: Géis de agarose (1%) que indicam a cicatriz dos dois eventos de reciclagem de marca entre
as regifes DR na construcdo de XLm1 e XLm2. A. DR1 — cassetes 1-gpo (1-3), cepa XLm1, e 2-gpo_cat
(4-6), cepa XLm2. B. DR2 — cassete mpc-vhb. M: Ladder 1kb plus (Sinapse Biotecnologia).

3.1.1 Avaliacéo das cepas XLm1l e XLm2

As linhagens XLm1 e XLm2, ambas com gendtipo hyg-, foram cultivadas em
batelada no biorreator de 1,3-L (BioFlo 115, Eppendorf) em meio definido UAB com
6% glicerol. Os parametros utilizados foram os mesmos descritos no primeiro capitulo.
Assim como observado nas cepas GLpl e GLp2, as cepas XLm1l e XLm2 nado produ-
ziram &cido latico. Porém, coprodutos, como acetato ou arabitol, ndo foram detectados
em concentragbes que indicassem o destino da conversao de glicerol. Assim, as
amostras dos cultivos apos deteccdo em HPLC foram analisadas novamente no sof-
tware LabSolutions a fim de identificar possiveis coprodutos.

Nesta avaliagao, foi identificado um pico no tempo de retencéo 10,843 min no
detector UV-Vis cuja area e altura aumentavam a medida em que as amostras de
tempos mais tardios eram avaliadas, do tempo zero ao fim do cultivo, sugerindo um
aumento da concentragdo do metabolito correspondente. Este composto foi identifi-
cado como sendo o piruvato, ao se avaliarem os tempos de retencdo de compostos
detectados no detector UV-Vis. Uma curva de calibracdo com seis concentracdes de
piruvato confirmaram esta suspeita.

Desta maneira, este resultado sugere que existe um excesso de piruvato
sendo formado no interior da célula ao ponto de se tornar possivel detecta-lo no so-
brenadante do cultivo, sugerindo que a auséncia de acido latico poderia estar relacio-

nada a falta de atividade da enzima LDH nestes clones.
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A insercao do gene BtLDH foi concretizada em trabalhos anteriores (LIMA et
al., 2016; MELO et al., 2018). Portanto, uma reacéao de PCR foi feita com os oligonu-
cleotideos pGAPf2 e 3-AOX1, provenientes do acervo do laboratério, e que se anelam
ao promotor Pgap € ao terminador AOXit, resultando em um fragmento de 1250 pb
(Figura 19). Nesta reacédo, o DNAg das cepas XLm, XLm1, XLm2, GLpl e GLp2 foram
utilizados, além do DNAg das cepas parentais XL e GLp. Além disso, o DNAg da cepa
GLpl resistente a higromicina (HygR) foi utilizado, ou seja, o clone anterior ao pro-
cesso de reciclagem de marca. Assim, foi possivel identificar que, além de GLp1, ne-

nhuma cepa construida neste trabalho apresentava mais o cassete de LDH.

Xﬂ]aﬂ 1250 pb Xmall
' PGAP2 3-AOX1 i

i
GAP BtLDH AOXtt Bleo" ori GAP

Figura 19. Avaliagdo da presenca do cassete pGAP-BtLDH

Legenda: Gel de agarose (1%) mostrando o resultado da reacdo de amplificagdo de 1250 pb do cassete
pGAP-BtLDH nas cepas (1) XL (parental), (2) XLm hyg-, (3) XLm1, (4) XLm2, (5) GLp1 HygR, (6) GLp2
hyg-, (7) GLp (parental). Marcador: GeneRuller™ 100pb Plus DNA Ladder.

A amplificacdo do cassete de expressao de LDH ocorreu nas cepas que de-
ram origem as linhagens desenvolvidas neste trabalho, XL (pogo 1) e GLp (pogo 7).
Isto sugere que o cassete foi perdido durante o processo de criagdo das novas cepas,
e que este evento provavelmente estd relacionado ao processo de reciclagem de
marca Vvisto que este método seleciona individuos que passaram pelo processo de
recombinacdo homéloga. Além disso, ndo houve amplificacdo do cassete de LDH nas
cepas finais (Figura 19, pocos 2,3,4 e 6).

A integracdo no sitio GAP a partir da linearizacdo do plasmideo comercial

PGAPZB ¢é descrita como estavel no manual do fornecedor (Invitrogen). Segundo o
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manual descrito pela Invitrogen para expressdo em K. phaffii, a integracdo no sitio
GAP pode ocorrer em eventos de insercdes, que sdo mais frequentes, e eventos de
substituicdo. Portanto, é esperado que ocorram eventos de inser¢cdo do gene no locus
a partir de um unico evento de recombinacao entre o locus GAP do genoma e a regiao

do promotor no cassete pGAP-LDH como ilustrado na Figura 20.

Pichia Genome (HIS4 or his4)

5 Pgar g Gene of Interest 1T Zeocin 5 GAP T 3"

Expression Cassette

Figura 20. Integracdo do plasmideo pGAP no locus GAP de K. phaffii
Fonte: Invitrogen (pGAPZ A, B, C and pGAPZa A, B, C Manual)

Esta integracéo resultaria pode ter resultado na duplicacéo de fragmentos da
regido 5’ do promotor Pcap. Assim, durante a reciclagem de marca, pode ocorrer o
rearranjo e expulsdo do cassete da LDH pela recombinacao interna dos segmentos
duplicados do locus GAP. Como o sistema DR-mazF seleciona células que sofrem
eventos de recombinacao interna para reciclagem de marca, isto poderia ter favore-
cido a selecao de transformantes que perderam a LDH pelo mesmo mecanismo. Con-

tudo, apenas com o sequenciamento de cepas seria possivel confirmar esta hipoétese.

3.1.2 Reinsercao do gene da LDH nas cepas provenientes de XL

Apbs a confirmacao da perda do cassete Pcap-BtLDH, a alternativa inicial foi
reintegrar o gene da LDH utilizando materiais ja disponiveis no acervo de trabalhos
anteriores (Integra, 2016). Estes plasmideos expressam, separadamente, o gene LDH
de Lactobacillus helveticus, Lactiplanctibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei e
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B. taurus. Os plasmideos foram sintetizados por Gene Syn Vector (Huntsville, AL,
EUA).

O tratamento com a endonuclease XmaJl (Avrll) lineariza o plasmideo e for-
nece as extremidades com regides de homologia ao locus de GAP do genoma de K.
phaffii. Além disso, a selecéo é feita por meio da expressédo do gene de resisténcia a
zeocina (BleoR). Foram feitas 12 transformacdes, para integrar, separadamente, os 4
genes LDHs nas cepas XLm (Xm), XLm1 (Xm1) e XLm2 (Xm2), que perderam o cas-

sete anteriormente.

XmaJl (Avrll)

Xbal

pGAP-LDH Bos taurus
~3.8kb Lactobacillus helveticus

Lactiplanctibacillus plantarum
Lacticaseibacillus casei

N2

7

TEF1

Figura 21. Mapa do plasmideo pGAPZ B utilizado para a expresséo de LDHs (acervo pessoal)

Fonte: A autora (2023). O tamanho indicado na figura de aproximadamente 3,8 kb, visto que ira variar
a depender do gene de LDH de cada vetor. O sitio de restricdo da enzima XmaJl (Avrll) ir& permitir a
integracdo no locus GAP em K. phaffii.

A confirmacdo da integracdo dos cassetes utilizou os oligonucleotideos que
se anelam ao promotor Peapr (PGAPf2) e ao terminador AOXtt (3’AOX1) indicando a

presenca do cassete nas trés linhagens apos a transformacao.
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Figura 22. Transformac&o das cepas proveninetes de XL para avaliar a expresséo de 4 LDHs
Legenda: Gel de agarose (1%) mostrando o resultado da reacdo de amplificacdo do cassete pGAP-
LDH nas cepas XLm (A), XLm1 (B) e XLm2 (C). Marcador: Ladder 1kb plus M1191 (Sinapse Biotecno-
logia).

Apesar do resultado indicado na Figura 22, sugerindo a integracao de diferen-
tes LDHs nas trés cepas provenientes de XL, ndo houve sucesso da reinsercao no
sentido de restaurar a producdo de &cido latico nestas linhagens. Este resultado foi
de certo modo esperado, pois os cassetes que expressam as LDHs de BAL (L. helve-
ticus, L. plantarum e L. casei) ndo haviam apresentado resultados satisfatorios nos
trabalhos anteriores, porém foram retomados visto que foi o material disponivel no
momento (dados ndo apresentados. Integra, 2016).

Além disso, o cassete que resulta na integracdo da LDH de B. taurus foi o
mesmo cassete utilizado na construcdo da cepa parental XL, o que resultou na ampli-
ficacdo de dois fragmentos nas trés cepas, XLm, XLm1 e XLm2 indicados na Figura
22A, B e C, respectivamente. Esta amplificacdo pode indicar que um novo rearranjo
interno ocorreu visto que foram reutilizados cassetes que foram perdidos previamente
em eventos ainda n&o esclarecidos. Desta forma, a reinser¢cao se mostrou ineficiente

em restaurar a producéo de acido latico nestas cepas.
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3.2 CEPA GLpm

Os resultados desta secao foram publicados na revista Microorganisms (IF
4,926), volume 11, n. 2, p. 483. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2076-
2607/11/2/483.

3.2.1 Selecéo de clones

Ao passo que as cepas provenientes de XL eram construidas e avaliadas,
foram realizadas paralelamente novas tentativas de se transformar a cepa GLp para
a delecdo de MPC1 para gerar a cepa GLpm. No processo de transformacao, apés a
recuperacdo sao plaqueadas aliquotas de aproximadamente 0,1 mL. Neste caso, as
células foram concentradas e todo o conteudo foi plagueado em YPD com higromicina

a 0,2 mg/mL, como ilustrado na Figura 23A.

Figura 23. Placas YPD com 0,2 mg/mL de higromicina da transformacéo de GLp

Legenda: Placas de YPD com 0,2 mg/mL de higromicina. A. GLp apés transformagéo com o cassete
mpc-vhb. B. Controle negativo: GLp apés transformacéo utilizando agua.

As colbnias foram repicadas para um novo meio de YPD seletivo e clones
foram selecionados para a confirmacao por PCR. Na figura 24 estdo apresentadas as
imagens dos géis de agarose que confirmam as constru¢des corretas nos transfor-
mantes 18, 26, 28 e 32 pela reacdo com os oligonucleotideos MPC1R e MPC1R (Fi-
gura 24A) e RAD9F e pADH2R (Figura 24B).


https://www.mdpi.com/2076-2607/11/2/483
https://www.mdpi.com/2076-2607/11/2/483
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RADF 449 5 _ PADH2R
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3'MPC1 ADH2  VHb ADH2 [NDRE LRA3 'mazE RPS25A MDH3 R TDH3 [DR 5 MPC1
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MPCIF 1 MPCIR
' 6298 pb !
A

Figura 24. Confirmac&o da constru¢cdo da cepa GLpm

Legenda: A. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo de 543 pb indicando MPC1 intacto. O
DNAg de XLm hyg- foi utilizado como controle positivo da reacdo (~3 kb). Ndo ha amplificacdo nos
clones em que a integracdo do cassete ocorreu no locus, pois a reagdo resultaria em um amplicon de
6298 pb. B. Gel de agarose (1%) mostrando a amplificagdo de 1174 pb, indicando a integragéo correta
no locus. O DNAg de XLm hyg- foi utilizado como controle positivo. Marcador: 1 kb ladder plus (M1191)
Sinapse Biotecnologia.

Visto que a reciclagem de marca resultou na perda do cassete de expressao
da LDH nas cepas construidas anteriormente, os clones de GLpm nao passaram pela

etapa de reciclagem de marca.

3.2.2 Curvas de crescimento de GLp e GLpm

De acordo com a literatura, a delecdo de MPC1 resulta na ineficiéncia da cepa
em crescer em meio minimo definido, sendo o crescimento restaurado pela suplanta-
cdo de aminoacidos, em especial a L-leucina (BRICKER et al., 2012; HERZIG et al.,
2012). Ao avaliar a via biossintética de aminoacidos em K. phaffii no banco de dados
online KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), foi possivel avaliar que a
sintese de L-leucina requer precursores provenientes do metabolismo de piruvato,
como o 2-isopropil-malato, enquanto a via de sintese de L-isoleucina e L-valina deri-
vam diretamente de piruvato. A Figura 25 ilustra as vias biossintéticas destes amino-

acidos em K. phaffii.
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Figura 25. Vias biossintéticas de L-Isoleucina, L-Valina e L-Leucina em K. phaffii
Fonte: A autora (2023) baseado no banco de dados KEGG.

O crescimento de K. phaffii selvagem e nocaute para Mpcl foi avaliado em
cultivos em placas (APENDICE 4), porém a discrepancia entre cepas foi avaliada
quantitativamente em meio liquido. As curvas de crescimento da cepa parental (GLp)
e da cepa GLpm estdo apresentadas na Figura 26, e as taxas de crescimento espe-

cificas sé@o apresentadas na Tabela 8.

A. GLpm B. GLp
8 8 %
7 7 T YPD %
g6 E 6 }-"é
c c }’-
o Py S o /]
8 5 I ] _i____i_ _____ YPD % 5 ’,’
[a) i/ ------- [m] /
o 4 y e ] O 4 / I - UAB + Leu]
3 s 5 7 o ERY SRS I
UAB + Leu ; Py 1 UAB
2 S _{_‘-"’ ------------ 2 / 2”
S et ’I L
P 8 s
L ;_-!"i UAB 1/
o $==== ‘ ‘ ‘ ‘ . ‘ g
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Figura 26. Curvas de crescimento de cepas de K. phaffii
Legenda: YPD (vermelho), UAB (amarelo) e UAB com L-leucina (azul). Os cultivos foram fei-

tos em triplicatas biolégicas.
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Como esperado, ambas as cepas apresentaram melhor crescimento em meio
rico e complexo, tanto em glicose quanto em glicerol, quando comparadas ao cultivo
em meio UAB (Figura 26A e B). Porém, GLp atingiu ODsoo maxima proximo de 8,0,
enquanto GLpm a ODeoo maxima ficou em torno de 5,5. Esta diferenca foi acentuada

guando comparadas as curvas de crescimento em UAB.

Tabela 8. Taxa de crescimento especifico das cepas GLp e GLpm

Cepas YPD UAB+Leu UAB
GLp (parental) 0.197 £0.002 a 0.176 £0.003 b 0.178 £0.001 b
GLpm (Ampcl) 0.167 £ 0.001 c 0.096 £ 0.012d 0.071 £ 0.004 e

As médias que ndo séo seguidas pela mesma letra séo significativamente diferentes entre si (P, 0,05),
pelo teste de Tukey (média + desvio padréo).

A adicdo de L-leucina ao meio UAB iria teoricamente restaurar o crescimento
devido a auséncia de MPC1 nas cepas. Na cepa com MPCL1 intacto, GLp, ndo houve
diferenca significativa entre o crescimento em UAB com ou sem L-leucina (Tabela 8).
Ao passo que, na cepa com delecdo de MPC1, GLpm, a adi¢ao de L-leucina melhorou
sutilmente a taxa de crescimento de 0,071 para 0,096 (Tabela 8). Esta discrepancia
apresentada pelas cepas corrobora a hipotese que a delecdo de MPC1 compromete
a atividade do complexo Mpc. Além disso, este resultado estad de acordo com o fené-
tipo observado em S. cerevisiae deficiente em Mpcl, que cresceu lentamente em meio
definido sem amino&cidos e recuperado pela adicédo de valina e/ou L-leucina (HERZIG
et al., 2012). Na literatura até o momento, os estudos que relatam a delecao de MPC1
para a otimizacdo de cepas utilizaram ou (i) meio de cultivo definido com a suplemen-
tacdo de aminoacidos (MORITA et al., 2019) ou (ii) meio rico (ZHANG et al., 2020a).

3.2.3 Efeito da auséncia de Mpcl na producédo de acido latico em aerobiose

A delecao de MPC1 foi realizada anteriormente em S. cerevisiae (MORITA et
al., 2019) e em A. oryzae (ZHANG et al., 2020a) na producao de metabalitos derivados
do piruvato. Porém, estas cepas foram testadas em meio rico ou em excesso de ami-
noécidos. Além disso, como mostrado na sec¢ao anterior, mesmo com a suplementa-
¢céo de leucina o crescimento de GLpm nao foi restaurado por completo. Portanto, a
fim de comparar as cepas em batelada em aerobiose, os cultivos foram feitos em meio

YP com 4% de glicerol em biorreatores de bancada DASbox mini system (Eppendorf).
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A curva de crescimento, a concentracdo de metabdlitos e o consumo de gli-
cerol no biorreator sdo mostrados na Figura 27. Os parametros cinéticos estao resu-

midos na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros cinéticos da producédo de acido latico por GLp e GLpm em batelada em
aerobiose

Taxa de cresci- Producdo  Produtividade

Cepas mento especi- Y Y
P oo () (g/L) (g/L/h) Ps xS
(pa(r;(:r?tal) 0,308 + 0,001 10,57 £ 0,55 0,145 + 0,025 0,230 + 0,003 0,523 + 0,021
(AGrrI;S(Tl) 0,165 + 0,006 10,25 + 0,49 0,153 + 0,007 0,278 + 0,021 0,645 + 0,062

Os valores representam a média das duplicatas dos cultivos.

Embora houvesse uma diferenca na taxa de crescimento, como mostrado na
secao anterior, aqui as curvas seguiram um padréo semelhante para as cepas GLp e
GLpm em batelada em aerobiose (Figura 27). De fato, a produgéo (g/L), a produtivi-
dade (g/L.h) e o rendimento do &cido latico foram semelhantes para ambas as cepas
cultivadas em glicerol a 4% (Tabela 8). No entanto, a concentracdo de piruvato extra-
celular foi maior nas cepas de GLpm, o que poderia indicar um transbordamento de
piruvato devido a delecdo de MPCL1 (Figura 27B). Deve -se notar que, no caso da
inibicdo quimica do MPC durante a prova de conceito com o inibidor UK-5509, o me-
dicamento foi adicionado apds a geracao de biomassa na cultura, que ndo € a mesma
situacdo que ter o transportador ausente desde o inicio, o que pode permitir que a

levedura redirecione seu metabolismo.
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Figura 27. Curvas de crescimento, consumo de glicerol e producédo de acido latico e coprodutos em GLP (A) e GLPm (B) do cultivo em batelada em

aerobiose

As curvas representam a média das replicatas biolégicas.
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Em cepas de A. oryzae, a dupla delecdo MPC1/PDC teve um efeito sinérgico,
resultando na producdo de 81,2 g/L de acido latico a partir de 100 g/L de glicose
(ZHANG et al., 2020a). Por outro lado, em cepas de S. cerevisiae construidas para a
producéo de 2,3-butanodiol, a delecdo de MPC1 aumentou 14,3 vezes a concentragao
do produto, enquanto o alvo para nocaute ATG32, responsavel pela indu¢ao da mito-
fagia, resultou em um aumento de 23,3 vezes (MORITA et al., 2019). Para a producéao
de lactato de etila também em S. cerevisiae, a producao foi aumentada pelo nocaute
do gene POR2 responsavel pela permeabilidade mitocondrial, enquanto que o no-
caute do MPC2 néo teve efeito significativo (REN et al., 2020).

Por outro lado, a superexpressao dos genes MPC tem sido utilizada para au-
mentar a concentragdo de piruvato dentro das mitocéndrias na sintese de isobutanol
em S. cerevisiae. A via biossintética do isobutanol em S. cerevisiae depende da con-
versao de piruvato em 2-cetoisovalerato dentro das mitocondrias, e entdo a conversao
em isobutiraldeido e isobutanol. A superexpressao de MPC1 e MPC3 resultou em um
aumento de 22 vezes na producéo de isobutanol da glicose na cepa de S. cerevisiae
projetada (PARK; KIM; HAHN, 2016).

3.2.4 Expressao relativa do gene vhb

O gene da hemoglobina bacteriana de V. stercoraria foi expresso sob o pro-
motor induzido por hipéxia (PapbH2 de S. stipitis) a fim de avaliar a demanda por oxigé-
nio intracelular durante o cultivo em batelada. A expresséo de vhb ja demonstrou me-
Ihorar a expressao recombinante em K. phaffii (CHEN et al., 2007; WANG; LI; LIU,
2016); no entanto, nao resultou em melhorias na producao de acido latico. O RNA da
cepa GLpm foi extraido de amostras coletadas durante o cultivo em batelada 4% gli-
cerol em YP. A densidade celular dos trés pontos do tempo de cultivo avaliados e a

quantificacdo relativa de vhb em sdo mostradas a Figura 28.
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Figura 28. Quantificacdo relativa da hemoglobina bacteriana expressa em GLpm em batelada

Legenda: (A) densidade celular em 24, 48 e 72 h do tempo de cultivo; (B) Quantificacéo relativa de
RNA da hemoglobina bacteriana (vhb) de RNAs extraidos das amostras de 24, 48 e 72 h. O gene ACT1
foi usado como controle endégeno. As barras indicam o desvio padréo entre dois experimentos.

A baixa solubilidade do oxigénio molecular pode ser um obstaculo a biopro-
cessos aerdbicos envolvendo leveduras Crabtree-negativas, como K. phaffii. Além
disso, o uso do promotor ativado por hipéxia em K. phaffii jA demonstrou resultar na
producdo de vhb somente quando as células requerem oxigénio intracelular (CHIEN;
LEE, 2005).

A inducéo de vhb sob o comando de PapH2 em 48 h de cultura (Figura 30)
sugere que, mesmo sob aerobiose, existe uma hipdxia funcional quando a cultura
atinge altas densidades celulares. Dado que a perda de MPC1 reduziria o desempe-
nho metabdlico da levedura sob aerobiose, como mostrado nos resultados acima que
indicam um retardo de crescimento da cultura, essa demanda de oxigénio pode suge-
rir que usar aerobiose pode ser um desafio para melhorar os rendimentos de acido

latico neste microrganismo.
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4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste capitulo, o efeito da dele¢cdo do gene MPCL1 na cepa GLpm demonstrou
gue, mesmo com evidéncia da inativagdo do complexo Mpc, sugerida pela auxotrofia
demonstrada no cultivo em frascos e pelo acimulo de piruvato durante as culturas em
glicerol, isto néo foi suficiente para melhorar a producéo de acido latico em aerobiose
quando comparada a da cepa parental.

N&o foi possivel concluir as razdes pelas quais a estratégia de delecéo de
MPC1, benéfica para a producéo de acido latico em A. oryzae, falhou em melhorar a
producdo em K. phaffii, visto que ambas as cepas apresentam as mesmas modifica-
cOes: delecao de Pdcl e expresséo da LDH bovina. Na cepa XL (X-33 pGAP-BtLDH),
a presenca de Pdcl nao foi determinante para que houvesse a producéo excessiva
de acetato ou mesmo etanol (LIMA et al., 2016). Isto pode indicar que no metabolismo
de K. phaffii ha outros destinos possiveis para o piruvato além de seu consumo pela
piruvato descarboxilase (Pdc).

Este resultado pode ser explicado se K. phaffii apresentar uma rota para des-
viar o piruvato para a mitocéndria mesmo na auséncia de Mpcl. Uma alternativa seria
a conversao de piruvato a oxaloacetato pela piruvato carboxilase, presente no citosol
em S. cerevisiae (HAARASILTA; TASKINEN, 1977), seguida pela captacao mitocon-
drial através do transportador de oxaloacetato (PALMIERI et al., 1999). Em uma busca
BLASTp usando o transportador de oxaloacetato de S. cerevisiae (Oacl, Gene ID
853739) foi encontrada uma proteina anotada como sendo o ortélogo putativo no ge-
noma de K. phaffii com 82% de similaridade (Gene ID 8197207). Quanto a piruvato
carboxilase, uma isoforma citoplasmatica foi anotada no GenBank sob o Gene ID
8198982.

A expressédo de vhb, além de atuar como um sensor para a demanda de oxi-
génio intracelular, melhoraria o aporte do co-substrato necessario para a atividade de
GPO. Do mesmo modo, a expressao no citosol da NcCAT1 poderia atenuar os efeitos
deletérios do H20:2 liberados por GPO. Contudo, néo foi possivel gerar uma cepa que
carregasse todas as estratégias, visto que XLm1 e XLm2 perderam o gene da LDH
no processo de reciclagem de marca e contrasselecdo. Desta maneira, ndo foi possi-
vel avaliar o efeito destas modificagbes em conjunto. Assim, ndo foi possivel avaliar

de fato o efeito da expressédo de GPO com a delecdo de GPD1 (Capitulo 1 — cepas
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GLpl e GLp2), visto que foi demonstrado que o processo de reciclagem de marca
pode resultar na alteracdo em outros loci.

Portanto, os resultados da cepa nocaute para Mpcl e a expressao relativa de
vhb em aerobiose nos levam a concluir que o processo de producédo de acido latico

tem mais chances de sucesso no paradigma de hipoxia, ao menos em K. phaffii.
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TERCEIRO CAPITULO: EXPRESSAO DE DIFERENTES LDHS COM A
SUPEREXPRESSAO DE JEN1

1 INTRODUCAO

Leveduras ndo produzem o acido latico naturalmente, e, portanto, a escolha
do gene da enzima lactato-desidrogenase (LDH) é um dos principais aspectos da pro-
ducéo heterdloga. Apesar de alguns fungos, como A. oryzae, possuirem genes nativos
de LDH, estes podem ndo apresentar atividade enzimatica suficiente para a producao
em escala industrial. Neste caso, o gene nativo pode ser substituido por um gene de
uma LDH considerada mais ativa (WAKAI et al., 2014).

As caracteristicas que contribuem para a atividade catalitica, como pH e tem-
peratura 6timos, assim como parametros cinéticos e de especificidade (Kcat, Km, coefi-
ciente de especificidade e atividade especifica) podem ser avaliados com o auxilio de
bancos de dados, como por exemplo o BRENDA Enzyme Database
(http://www.brenda-enzymes.info/). Nesta avaliacdo é importante levar em considera-
cdo as condicbes do processo e do organismo hospedeiro, a fim de nado priorizar a
atividade enzimatica em detrimento de caracteristicas essenciais. Por exemplo: ape-
sar de a LDH de Lacticaseibacillus casei apresentar uma boa constante de especifici-
dade, dada pela razédo kcat/Km, 0 pH 6timo de atividade € de 5,4 e ela é inativa em pH
7,2; portanto, € incompativel com o ambiente intracelular. Ha relatos na literatura em
gue as LDHSs de L. casei, Lactobacillus curvatus e Streptococcus uberis foram expres-
sas em K. marxianus e em A. oryzae, mas nao apresentaram atividade (LEE et al.,
2017; ZHANG et al., 2020a).

Na construcdo de cepas para a producdo de acido latico, a otimizacdo das
vias competitivas para minimizar a formacéo de coprodutos pode resultar em um acu-
mulo do piruvato citosélico. Nestes casos, 0 acumulo de substrato pode representar
um gargalo limitante caso a enzima tenha um baixo nimero de renovacao (Kcat), ou
seja, o valor maximo de substrato que pode ser convertido em produto por molécula
de enzima por unidade de tempo. A dupla dele¢cdo de PDC1/MPC1 em uma cepa de
A. oryzae que expressa a LDH de B. taurus resultou no acumulo intra- e extracelular
de piruvato. Nesta cepa, apenas a substituicdo da LDH de B. taurus pela de Lactococ-
cus lactis resultou em um aumento de 81,2 g/L para 90,1 g/L a partir de 100 g/L de

glicose (ZHANG et al., 2020a). Conforme visto no capitulo anterior, a cepa GLpm
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apresentou acumulo de piruvato, o que sugere que uma LDH mais potente talvez seja
uma solucdo em nosso modelo.

A insercdo de varias copias do gene de uma LDH ou a co-expressao de genes
distintos pode ser uma alternativa para combinar atividade ou evitar o gargalo limitante
da atividade enzimatica. Na producédo de D-lactato em K. phaffii a partir de metanol,
nove cépias do gene da enzima D-LDH de Leuconostoc mesenteroides foram integra-
das no mesmo locus. Neste estudo, 0 nUmero de copias mostrou-se correlacionado
ao aumento da atividade enzimatica (coeficiente de correlagédo de 0,798) (YAMADA et
al., 2019). No tocante a co-expressdo, em K. marxianus a producédo de acido latico
dobrou na cepa que expressa em conjunto as LDHs de Staphylococcus epidermidis e
Lactobacillus acidophilus em relacdo as cepas que expressavam as enzimas individu-
almente (LEE et al., 2017).

O aumento progressivo de acidez inerente ao processo de producao de acido
latico pode impor dificuldades ao crescimento das leveduras e assim impactar negati-
vamente o rendimento de producdo (Yess). O &cido latico apresenta baixo pKA, de
3,86, ou seja, em valores de pH mais préximo ao neutro, como o interior das células,
0 acido latico ira se dissociar em lactato e H*. A liberacéo de protons ir4 acarretar na
acidificacao intracelular. Para reestabelecer o pH neutro e o potencial de membrana
plasmatica, varios mecanismos de defesa podem ser usados pela célula, como a al-
teracdo da composicao lipidica da membrana plasmética para diminuir a difusdo de
lactato, a exportacdo de anions com ativacédo de H*-ATPase de membrana e da V-
ATPase vacuolar (KIM et al., 2019c).

O lactato ndo é capaz de atravessar a membrana plasmatica por difusdo. As
formas dissociadas dos acidos organicos devem ser transportadas para o exterior das
células para auxiliar no processo de reestabelecimento do pH intracelular. Até o0 mo-
mento, dois transportadores de membrana descritos em S. cerevisiae existem, o trans-
portador de monocarboxilatos, Jenl, e o transportador de acetato, Ady2 (PEETER-
MANS; FOULQUIE-MORENO; THEVELEIN, 2021). Entretanto, é provavel que exis-
tam outros transportadores que realizam o efluxo de lactato em S. cerevisiae e que
ainda n&o foram identificados (PACHECO et al., 2012).

Em trabalho realizado por Pacheco e colaboradores (2012), A superexpressao
de JEN1 resultou em uma maior producao e rendimento de acido latico em S. cerevi-
siae, indicando que o transportador Jenl pode tanto atuar na captacdo como na ex-

portacdo de acido latico (PACHECO et al., 2012). Além de auxiliar na restauragéo do
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pH intracelular, a superexpresséo de JEN1 estudos indicam que a exportacdo de lac-
tato para o exterior da célula pode contribuir para a atividade de LDH, visto que o
lactato citosdlico reprime a atividade de LDH, na qual 10 g/L resultou em uma repres-
sao em aproximadamente 40% da atividade de LDH (BRANDUARDI et al., 2006).
Em um trabalho anterior publicado por nosso grupo de pesquisa, foi feita uma
analise BLAST (NCBI) no genoma de K. phaffii utilizando o gene JEN1 de S. cerevi-
siae, resultando em uma ORF com 50,19% de similaridade como sendo o gene puta-
tivo do transportador em K. phaffii. A superexpressédo de KpJEN1 em cepas de K.
phaffii resultou no aumento do rendimento de acido latico de 0,460 para 0,673 (g/g)

em batelada-alimentada com limitacdo de oxigénio (LIMA et al., 2016).

1.1 OBJETIVO

Em vista do acima exposto, o objetivo deste capitulo foi reunir as duas estra-
tégias em uma mesma cepa ao se avaliarem quatro genes de LDHSs distintas conco-
mitante a superexpressdo de KpJENL1 (Figura 29). Neste caso, todos 0s genes pas-
saram por otimizacdo de codons (GenScript Codon Optimizer) para expressdo K.
phaffii. Além disso, para contornar o problema da expulsdo dos cassetes que foram
clonados nos sitios GAP, conforme descrito nos capitulos 1 e 2, aqui as LDHs seréo
integradas no locus de JEN1, e a marca de selecdo utilizada foi a marca auxotréfica
HIS4. Portanto, a cepa Gp (GS115 Apdcl his4) foi selecionada (MELO et al., 2018).

ATP  ADP NAD* NADH NADH NAD*
Glicerol % G3P M DHAP <« Piruvato % Lactato
LDH

Apdc1 @
NAD* NADH v

Etanol « > Acetaldeido KpJent
Acetato 4/\ ------------- 3

NADH NAD* — Lactato

Figura 29. Transformac®fes planejadas para a cepa Gp

Fonte: A autora (2023). Legenda: G3P, glicerol-3-fosfato; DHAP, diidroxiacetona-fosfato; LDH: lactato-
desidrogenase; KpJenl, simportador de monocarboxilatos nativo; pdcl, piruvato descarboxilase 1.
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2 MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada na transformacgéo, confirmacéo por PCR, reciclagem
da marca de selecao, cultivo em biorreator e deteccdo de metabdlitos em HPLC est4

descrita no Capitulo 1. Os métodos especificos deste capitulo estdo descritos abaixo.

2.1 CRITERIOS UTILIZADOS PARA A ESCOLHA DE NOVAS LDHs

Na tabela 10 estdo apresentados os critérios que foram avaliados na escolha
das quatro LDHs que serao testadas neste capitulo. A LDH de Bos taurus foi escolhida
apesar de sua baixa atividade especifica (0,005 mmol/mg min, Tabela 10) por ser a
enzima mais relatada na literatura em leveduras. Porém, aqui ela passou por otimiza-
cao de codons para K. phaffii. Duas LDHs de BAL foram selecionadas. A LDH de L.
lactis se mostrou muito eficaz em aumentar a producédo de acido atico em organismos
gue apresentavam excesso de piruvato (ZHANG et al., 2020a). A segunda, proveni-
ente de Lactiplantibacillus plantarum, foi selecionada por apresentar a maior constante
de especificidade, dada pela razdo kcat/Km, na grandeza de 10° (Tabela 10, BRENDA).

Ja a LDH-2 de Enterococcus mundtii possui o maior kcat ja descrito para uma
LDH (Tabela 10). Assim, esta LDH seria a mais indicada para operar em saturacao de
substrato, no caso o piruvato. Matoba e colaboradores (2014) geraram o mutante
D241N de LDH-2, que apresentou atividade catalitica em pH neutro (MATOBA et al.,
2014). Até o momento, ndo ha relatos na literatura da producdo de acido latico em

leveduras que expressem a LDH de E. mundtii.

Tabela 10. Critérios avaliados durante a escolha de LDHs

Caracteristicas B. taurus L. lactis L. plantarum E. mundtii
(LDH-A) ’ ) LDH-2 D241N

pH 7,4 6,9 7,2 7,5

Temperatura, °C 25 25 25 37

Km, mM [piruvato] 0,05 15 0,5 3

Kcat, 51 - - - 1800

Athldf'idg _?.spef:llﬂca, 0.005 1.4 1,85

mmol-min-1-mg

Constante de especificidade, 6 5

(Keat/ Kvy, M2-s72 2,3x10 6 x 10

Fonte: BRENDA Enzyme Database (http://www.brenda-enzymes.info/).
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2.2 CEPAS E PLASMIDEOS

Dois cassetes complementares foram idealizados para resultar na expressao
da LDH simultaneamente a superexpressao de KpJEN1. A recombinacao de cassetes
in vivo foi demonstrada em K. phaffii na expresséao heteréloga de lipases (YU et al.,
2012). Assim, para a integracao correta, trés eventos de recombinacdo homologa de-
verao ocorrer: (1) entre a regido 5’ do cassete ao locus de JEN1, (2) entre os cassetes
para reconstituir o gene HIS4, e (3) entre a regido 3’ do cassete ao locus de JEN1. A
integracdo dos cassetes que expressam a LDH, a marca de selecdo HIS4 e o cassete
de KpJEN1 sob um promotor forte Ppor1 (PRIELHOFER et al., 2017) ira resultar na
interrupcéo do locus nativo de KpJEN1 (Gene ID 8199569).

A estratégia de utilizar dois cassetes foi em razao de permitir a expresséo de
diferentes genes de LDHs apenas ao trocar a porcéo A, diminuindo assim o custo de
sintese, e além disso, facilitar no processo de selecdo de cepas, visto que sdo neces-
sarios trés eventos de recombinacao para a integracao correta no locus e introducéo

de HIS4 como ilustrado na Figura 30.

Bos taurus
Enterococcus mundtii
i Lactococcus lactis
¢ Lactiplantibacillus plantarum

Nhel Nhel

\ ' |
A [ Jenl 5 \ABGAP>_RP325\ PDC1> HIS4 |

cromossomo 3 de K. phaffii

JENT Jeni3™_|e o o
eee[  Jenl5']

cromossomo 3 de K. phaffii Neol Neol

| |
B | HAis4 [ Tom3 \P0R1> Jeni | Jeni 3 |

Figura 30. Cassete de superexpressao de Jenl com expresséo do gene LDH sob o comando do
promotor GAP otimizado (Pascar)

Legenda: A porgdo de expressdo da LDH (A) podera ser trocada para o teste de 4 genes provenientes
de B. taurus, E. mundtii, Lc. lactis, Lp. plantarum. Para a integracdo no genoma de K. phaffii, trés re-
combina¢cdes homologas deverdo ocorrer, entre as regiées de homologia com Jenl (extremidades) e
entre os cassetes A e B para a restauracéo de HIS4.

Os genes das LDHSs foram otimizados para leitura de cédons mais usada em
K. phaffii e serdo expressos sob o comando do promotor Pascar, proveniente de uma
otimizacdo do promotor Pcar (PRIELHOFER et al., 2017). O gene HIS4, que ira
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reconstituir a prototrofia a histidina, sera expresso sob o promotor Pppci1 (PRIELHO-
FER et al., 2017).

Tabela 11. Plasmideos e cepas utilizados para a delegdo de MPC1

Plasmideos e ce- Utilizagao Referéncia
pas
Jenl-LDH-HIS4a Porcéo a do cassete: Carrega o cassete de expresséo de

LDH sob o comando do promotor nativo otimizado Pagcar €
metade do gene HIS4 para recombinacdo entre os cassetes
Este trabalho
HIS4b-Jenl Porcéo b do cassete: Carrega o cassete de expresséo de
KpJEN1 sob o comando do promotor nativo Ppor1 € metade
do gene HIS4 para recombinacéo entre os cassetes

GS115 GS115 his4 Invitrogen
Gp GS115: Apdc his4 Melo et al., 2018
Gpm Gp Ampc1 Este trabalho

Fonte: A autora (2023).

2.3 TRANSFORMAGCAO E SELECAO

O método de transformacéo da cepa Gp seguiu o protocolo j& descrito neste
trabalho. As por¢cdes A e B foram amplificadas separadamente em reacdes de RCA e
tratados com as endonucleases Ncol e Nhel, respectivamente, para liberacdo dos
cassetes. Para a transformacao, foram misturados aproximadamente 5 g do cassete
A a5 pg do cassete B, em um volume inferior a 10 pL.

ApoOs a eletroporacdo de K. phaffii, por se tratar de uma marca de selecao
auxotrofica, o tempo de recuperacdao foi reduzido de 3 h para 1 h, e as amostras foram
entdo plaqueadas em meio de cultivo definido sem adi¢cdo de aminoécidos, SD agar
(1,34% YNB sem aminoéacidos, 2% dextrose, 1,5% agar).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 31 mostra as placas apos 72 h de incubacéo a 30 °C. As regides
onde ndo houve crescimento celular nas placas 3 e 4 pode ser em decorréncia da

gelificacdo ndo uniforme do agar na hora de adicionar a solucao estoque de dextrose.

Figura 31. Placas de transformac&do em meio YNB s/ aminoacidos e 2% de dextrose

Legenda: C: Controle, Gp + agua. 1. Gp + LDH de E. mundtii; 2. Gp + LDH de B. taurus; 3. Gp + LDH
de L. lactis; 4. Gp + LDH de L. plantarum.

Ao todo, 192 coldnias foram repicadas em novas placas, sendo 48 de cada

placa de transformacéo como ilustrado na Figura 32.

Figura 32. Placas de transformac&o de meio SD s/ aminoéacidos indicando a sele¢do de clones
prototréficos para histidina

Na Figura 33 estdo indicadas as reacdes de PCR para confirmar a integragcéo

dos cassetes. A primeira reagdo (Figura 33-1) com os iniciadores que se anelam
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especificamente em cada LDH e no terminador RPS25tt para confirmar a presenca do
cassete de expressao de LDH; e um segundo par de oligonucleotideos (Figura 33- 2)

para a confirmacao da superexpressao de KpJEN1.

Confirmar a presenga do Confirmar a presencga do
cassetede LDH cassete de superexpressdo
Nhel Nhel Neol Ncol
| . N |
JenT5™ ABGAP Rps2s [PDCT {ITHISS HIS4 | TDH3 | POR1 >i Jeni | Jeni3d |
Jen1-LDH-HIS4a (~5kb) HIS4b-Jen1 (4740 pb)

Figura 33. Estratégia para confirmac&o da insercédo das duas por¢cdes do cassete

Inicialmente, foram selecionadas 16 colbnias (4 de cada placa) para avaliacao
por PCR de colbnia, porém ndo houve amplificacdo em nenhuma das reacdes. Assim,
8 transformantes tiveram seu DNAg extraido (2 de cada LDH). Na Figura 34, porém
s6 houve amplificacdo na reacdo 1 (confirmag¢do de LDH) em um transformante que

carrega BtLDH.

Figura 34. Gel de agarose (1%) indicando a amplificagdo 697 pb que confirma a expresséo de
BtLDH

Legenda: C+. Plasmideo

Inesperadamente, ndo houve amplificacado ao avaliar este transformante com
os oligonucleotideos que confirmam a superexpressdo de KpJENL1, visto que a estra-
tégia foi delineada no intuito de que a recuperacao da prototrofia indicasse a correta
integracéo dos cassetes. Ap0s mais uma rodada com a selecéo de outros 18 trans-
formantes de BtLDH e 13 clones de LILDH, nenhuma cepa apresentou a integragéo

desejada.
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Ao todo, foram testados aproximadamente 84 transformantes nestas duas re-
acOes, na qual apenas um apresentou a amplificacdo de BtLDH. Nas placas de trans-
formacéo, ndo houve crescimento de colonias no controle negativo, indicando que a
cepa nao transformada ndo é capaz de crescer em meio SD, ou seja, é de fato auxo-
trofica para HIS4.

A cepa Gp foi construida pela integracdo do cassete que expressa o gene de
resisténcia a G418 na cepa GS115 (MELO et al., 2018). A linhagem GS115 foi gerada
por mutagénese de nitroguanidina na selvagem CBS7435 (NRRL Y-11430), resul-
tando em mutac¢des pontuais no gene histidinol desidrogenase (HIS4) tornando-a au-
xotréfica para histidina (CREGG et al., 1985). Assim, esta linhagem precisa ser culti-
vada em meio rico ou em meio definido com a suplementacéo de histidina. Ao se
inserirem 0s cassetes que possuem as regides para recombinacdo de HIS4, nossa
hipétese é que a porcéo final do cassete A tenha recombinado com o gene HIS4 no
genoma de Gp como ilustrado na Figura 35. Este evento poderia explicar a prototrofia

apresentada pelos clones recuperados.

[[Jen15 [A8GAP >—RF’525 |F’DC1:>1 His4 | [ AiS4 [ ToH3 | POR1 > Jeni | Jeni3 |
Jen1-LDH-HIS4a (~5kb) HIS4b-Jen1 (4740 pb)

A B

HIS4 com mutagdes pontuais

Figura 35. Evento de recombinacéo entre aregido de homologia do cassete A e 0 gene de HIS4
mutado de Gp

4 CONCLUSAO

N&o foi possivel gerar os clones para uma avaliagdo da estratégia.
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CONCLUSAO GERAL E PESPECTIVAS

Apbs os repetidos esforcos na otimizacdo de cepas produtoras de &acido latico
em K. phaffii, concluimos que a cepa GLp cultivada em batelada-alimentada e com
limitacdo de oxigénio € ainda a melhor candidata para a producédo de acido latico a
partir de glicerol, embora suas caracteristicas ainda ndo preencham os requisitos pos-
tulados para competitividade comercial do PLA com plasticos de origem petroquimica.

Ao contrério do que foi observado na producéo de &cido latico em A. oryzae,
a delecdo de MPC1 em K. phaffii ndo foi vantajosa, visto que acarreta na necessidade
de utilizacdo de meio de cultivo rico, 0 que pode encarecer o processo e dificultar a
purificacdo do acido latico, sem que tenha havido ganhos de producéo. As cepas de
K. phaffii com e sem o Mpcl tiveram producdo muito similar em aerobiose, aproxima-
damente 10 g/L em 4% de glicerol em meio rico.

Os estudos mais recentes sobre a producéo de acido latico em leveduras in-
dicam uma tendéncia em concentrar esforcos em melhorar a tolerancia a acidos or-
ganicos. Esta otimizacdo pode dispensar o uso de inUmeras modificacdes ao subme-
ter a cepa a adaptacéo evolutiva em concentracdes crescentes de acido latico. Estu-
dos mostraram resultados promissores da utilizacdo da adaptacao evolutiva em labo-
ratério para melhorar a producao de acido latico em Pichia kudriavzevii (PARK et al.,
2018) e S. cerevisiae (JANG et al., 2021; ZHU et al., 2022). Esta é uma linha de in-
vestigacado promissora também para K. phaffii.

Finalmente, é preciso reforcar que, a despeito do sucesso parcial das cepas
GLp e GLpard, a busca por um microrganismo mais eficaz em produzir acido latico a
partir de glicerol bruto deve continuar, uma vez que a competitividade comercial per-
manece um objetivo a ser alcancado. As observacdes deste trabalho indicam que o
paradigma de aerobiose € inadequado para K. phaffii, e novas solu¢cdes devem ser

procuradas em bioprocessos envolvendo hipdéxia.
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APENDICE 1. ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

As endonucleases de restricao que foram utilizadas para liberar cassetes de

transformacao ou linearizar plasmideos usados para integragdo em K. phaffii

Enzima

(isosquizo- Sitio de cli- Material tra-
quiz vagem (5’ — Tampéao Fornecedor = Temperatura
mero mais ) tado
; 3)
conhecido)
Beul (Spel) A*CTAGT  FastDigest | IermoFisher 37°C 1-gpo e 2-
Scientific gpo_cat
smal CCC'GGG  FastDigest ~ |NermoFisher 57 0¢ mpc-vhb
Scientific
Xhol C'TCGAG  FastDigest ~ 'IcrmoFisher 37°C mpc-vhb
Scientific
Xmall v . ThermoFisher o i
(Avrll) C 'CTAGG FastDigest Scientific 37 °C pGAP-LDH
n New England o Jenl-LDH-
Nhel G'CTAGC rCutSmart Biolabs 37 °C HIS4a
Ncol C'CATGG  rcutsmart ~ \eW England 37°C HIS4b-Jen1
Biolabs

As enzimas utilizadas que apresentam a tecnologia FastDigestion (Thermo
Fisher Scientific) permite um tempo de incubacdo minimo de 5 min a 37 °C, porém

todas as reacgfes foram incubadas por periodo minimo de 8h (overnight).
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APENDICE 2. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Nome Sequéncia (5’ - 3’) Tm (°C) Descricéo
GPD1F GCTCGCACTAAAGGCTACTTCTC 60
Delecédo de GPD1
GPD1R CCAGCGATATCCTCAATAACTTGC 58
A-GPOF AAGGAGAACCAATACGATTTG 58 Confirma a presenca dos
A-GPOR GTTAGCGTTAGGGAATCTG 56 cassetes gpo (1 e 2)
DR-3'GPD1F GTACCGCTAGCTTCCACAGAC 60 Confirmar a insergéo do
PFD1R GAATACGAGTCATTGCCAATTC 54 cassete no locus
RPS3F CAAAGTAGCACAACACGC 53 Confirmar a reciclagem de
marca nos cassetes gpo (1
DR1-GPD1R GCGGTACCCCTTCTCG 57 e?2)
MPC1F CTCAGATCGATAGAGTGCAAG 56
Delecéo de MPC1
MPC1R GGAGAAGCTCCATTCGAC 55
qVHbR AACAACTCCTGACCGACGATAG 5g ~ CcomMPCIF confirma a
presenca do cassete
pADH2R GGTACGTGATAAACTGAGTCC 59 Confirmar a inser¢do do
RAD9F GCTAGCAGAGGTAGAAGATAC 58 cassete no locus
Com MPCI1R confirma a
ADH2-DR2F ACCTGAGCTCTTACTTTGATC 54 reciclagem de marca do
cassete mpc-vhb
pGAPf2 GGAAACCACCAGAATCGAATATA 55 Confirma a presenca do
3'-AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 56 cassete pGAP-LDH*
gVHbF CATCTTGCCAGCCGTTAAGAAG 60 Quantificacéo relativa do
gVHbR AACAACTCCTGACCGACGATAG gene vhb
gACTL1F TGTTGGTTGTCCTCGGTTGA 60 Controle constitutivo para
gACT1R TGAGCTTGGATTCGGCAGAT gPCR
gCAT1F ACTGCTGCTAACGGTTCTACTG 64 Quantificacao relativa do

qCATIR

AGCTTTAGCACCACCAGGAATG

gene NcCAT1
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APENDICE 3. GEIS DE AGAROSE DO MATERIAL GENETICO PARA TRANS-
FORMACAO

A. Gel de agarose (0,8 %) mostrando o resultado da reacéo de amplificacéo
RCA. 0,5 pL foram aplicados no gel. O rastro indica a presenca dos concatémeros.
B. Gel de agarose (1%) mostrando o resultado do tratamento do produto da

reacao de RCA dos liberando os cassetes Mpc-vhb (Smal e Xhol) e 1-gpo (Bcul).

Mpc-vhb 1-gpo

—— Mty Gty ity sty esiond

- w Gy g iy Gy e
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APENDICE 4. SPOT ASSAY

A fim de avaliar o fenétipo da auxotrofia gerado pela delecdo de MPC1, o teste
descrito por Morita e colaboradores em S. cerevisiae deficiente em MPC1, que con-
siste em plaquear gotas das culturas serialmente diluidas em placas contendo meio
de cultivo com e sem a suplementacédo de aminodacidos, foi feito para comparar a cepa
gerada Xm (X-33 Ampcl) e a selvagem X-33. Aqui, foram utilizadas placas de meio
sintético preparados com 1.34% de meio base de nitrogénio de levedura com sulfato
de amoénio (YNB) e a fonte de carbono (SD, dextrose; SG, glicerol), com ou sem a
suplementacdo de solucdo de leucina (100X, 60 mg/mL). A figura abaixo mostra as

placas apés 48 h de incubacgéo a 30°C.

SD-Leu SG-Leu

Teste preliminar do fen6tipo de GLpm em meio definido
Legenda: Ampcl: X-33 Ampcl e wildtype: X-33. A ODeoo das culturas plaqueadas por goteja-
mento séo, da esquerda para direita, 0.5, 0.1, 0.02, 0.004, 0.0008 e 0.00016.
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APENDICE 5. MEIO DIFERENCIAL PARA A SELECAO DE CLONES PRODUTO-
RES DE ACIDOS ORGANICOS

Durante o processo de sele¢cédo de clones, foram utilizadas placas seletivas
(0,2 mg/mL) que foram suplementadas com 18 mg/L de vermelho de fenol para tornar
o meio diferencial em resposta a liberacdo de acido. O vermelho fenol é considerado
um indicador de pH, variando de vermelho (basico) a amarelo (4cido). As placas se-
letivas podem auxiliar no processo de avaliacéo inicial de clones. Porém, este método
nao foi validado qualitativamente, ou seja, a zona de clareamento néo foi correlacio-

nada a uma maior liberacdo de acido latico.

YPD (18mg/L de vermelho de fenol)

Escala de pH utilizando o indicador vermelho de fenol

- I
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Outra alternativa é a adicdo de carbonato de céalcio (CaCOs) visto que a libe-
racdo de acido latico resulta na hidrolise deste sal gerando zonas de clareamento.
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APENDICE 6. PRODUCOES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO
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BENTO; OLIVEIRA JUNQUEIRA, ANA C.: GOMES, ANTONIO M. V.; GUS-
MAO DE MORAIS, DANIEL; PAES, HUGO COSTA; PARACHIN, NADIA SKO-
RUPA. Genetic strategies for improving hyaluronic acid production in recombi-
nant bacterial culture. Journal Of Applied Microbiology, v. 132, p. 822-840,
2021.
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